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Bestimmung stationérer Zwischenstoffkonzentrationen 


I. Bestimmung stationirer DPN/DPNH-Konzentrationen 
in lebenden Zellen und Geweben* 


Von 


Helmut Holzer, Stefan Goldschmidt, Walther Lamprecht und Ernst Helmreich 


Aus der Biochemischen Abteilung des Institutes fiir Organische Chemie der Universitit Miinchen 
und dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Februar 1954) 


Bestimmungen stationérer Konzentrationen an Zwischenstoffen in 
lebenden Zellen und Geweben erméglichen Einblicke in Regulations- 
mechanismen des Stoffwechsels. 

Nachdem die wasserstoffiibertragenden Pyridin-Cofermente, ins- 
besondere Diphosphopyridinnucleotid, an den verschiedensten Ver- 
kniipfungsstellen des Stoffwechsels eingeschaltet sind, war zu erwarten, 
daB die Analyse des Systems DPN/DPNH auBer allgemein wertvollen 
Riickschliissen insbesondere auch eine Charakterisierung pathologischer 
Stoffwechselsituationen, z. B. Diabetes, malignes und normales Wachs- 
tum, erlaubt **. 

Wir haben deshalb eine quantitative Methode ausgearbeitet, die 
eine Nebeneinanderbestimmung von Diphospho-pyridinnucleotid und 
Hydro-diphospho-pyridinnucleotid in lebenden Zellen und Geweben 


ermoglicht. 


1. Prinzip der optischen DPN/DPNH- Bestimmung 


Warburg und Christian haben 1936 eine optische Bestimmungs- 
methode fiir Diphospho-pyridinnucleotid*** (Co-Dehydrase I, Co-Zy- 
mase) angegeben!. Da Dihydro-diphosphopyridinnucleotid (DPNH +H*) 
im Ultraviolett um 340 my eine starke Bande hat, die das DPN* 
nicht besitzt, kann man jede DPN-abhangige Reaktion mit optischen 
Methoden nachweisen und messen. 


* Auszugsweise vorgetragen (W.L.) auf der Tagung der Gesellschaft fiir 
Physiologische Chemie, Homburg-Saar (1. Okt. 1953). 

** Vol. auch H.v. Euler, F. Schlenk, H. Heiwinkel u. B. Higberg, 
diese Z. 256, 208 [1938]. 

*** In dieser Arbeit verwendete Abkiirzungen: DPN* Diphospho-pyridin- 
nucleotid, DPN—H + H+ Dihydro-diphospho-pyridinnucleotid, TPN Triphospho- 
pyridinnucleotid, ADH Alkohol-Dehydrase, MDH Milchsiure-Dehydrase, TES 
Trichloressigsiure, BTS Brenztraubenséure, AE Extinktionsdifferenz in 4/1999 
Extinktionseinheiten. 

10.Warburg u. W.Christian, Biochem. Z. 287, 291 [1936]; ferner 
E. Negelein u. H. J. Wulff, Biochem. Z. 289, 426 [1937]; 293, 351 [1937]. 
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Die vorliegende Bestimmung stationirer DPN/DPNH-Kon. 
zentrationen beruht auf der folgenden Reaktion: 


Alkoholdehydrase! _ 
C,H,OH + DPN+ =———"""".._ oH,-CHO + DPNH + H+ 
Durch das Entstehen oder Verschwinden der Dihydro-pyridin- 
nucleotidbande kann DPN oder DPNH quantitativ bestimmt werden 
(Abb. 1). 





AE DPN-H 
AE DPN 




















t [min] —— 
Abb. 1, Extinktion von DPN und DPNH bei 340 my in Abhangigkeit von der Zeit. 


a) DPNt+-Bestimmung: Eine quantitative DPN-Bestimmung ist 
moglich, wenn das Gleichgewicht Athanol/Acetaldehyd véllig nach 
rechts verschoben wird. Dies geschieht durch einen Uberschu8 an 
Athanol einerseits und ein Abfangen des gebildeten Acetaldehyds 
andererseits mit Hilfe von Semicarbazid. Die Reaktion wird beim 
optischen Test mit Alkoholdehydrase (ADH) gestartet. 

b) DPNH-Bestimmung: Die quantitative DPNH-Bestimmung 
ist méglich, wenn das Gleichgewicht véllig nach links verschoben 
wird, was durch einen Uberschu8 an Acetaldehyd geschieht. Gestartet 
wird wiederum mit ADH. 

Die bentitzte Reaktion hat den Vorteil, daB sie streng spezifisch 
ist, d. h. daB insbesondere das mit DPN in Zellen oder Geweben ver- 
gesellschaftete TPN (Triphospho-pyridinnucleotid) nicht miterfat 
wird, da ADH mit TPN unwirksam ist. 


2. Grundlage der optischen Parallelbestimmung 
von DPN und DPNH 
Grundlage der vorliegenden DPN/DPNH-Bestimmung ist die 
unterschiedliche Eigenschaft des oxydierten und reduzierten DPN 
gegentiber Saéuren und Laugen. DPN,,; ist gegen Siuren stabil, waihrend 
DPNH alkalistabil ist. Umgekehrt wird DPNH mit Siure momentan 
zerstért und DPN, durch Alkali aufgespalten. 
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Das zu analysierende Zell- oder Gewebematerial wird in zwei Teile 
geteilt. Die eine Probe wird zur DPN-Bestimmung mit Trichloressig- 
siure (TES) enteiweiBt, wobei das DPNH momentan zerstért wird und 
DPN erhalten bleibt. In der zweiten Probe werden die Proteine mit 
heiBer Lauge inaktiviert und das unter diesen Bedingungen stabile 
DPNH gemessen. 

Diese AufschluBmethode wurde bereits von H. v. Euler und Mit- 
arbeitern zur DPN- und DPNH-Bestimmung verwendet?. Unsere Me- 
thode unterscheidet sich prinzipiell dadurch, daB wir den auf oxydiertes 
und reduziertes DPN in gleicher Weise ansprechenden Girtest v. Eulers 
durch den optischen Test ersetzen, der es erlaubt, DPN und DPNH un- 
abhingig voneinander zu erfassen. Beim Giartest ist es notwendig, durch 
die Saéure- oder Alkalibehandlung eine der beiden zu bestimmenden 
Komponenten quantitativ zu inaktivieren, damit die andere quantitativ 
bestimmt werden kann, denn beide sind im Test katalytisch wirksam. 
Fiir unsere Methode ist es lediglich notwendig, daB die zu bestimmende 
Komponente quantitativ erhalten bleibt. 


3. Notwendige Bedingungen zur DPN/DPNH-Bestimmung 

Die Bestimmung des Verhiltnisses DPN/DPNH entspricht der 
Messung eines Redoxpotentiales. Die zu einem gegebenen Zeitpunkt 
vorliegende Menge an oxydiertem und reduziertem DPN kann nur dann 
gemessen werden, wenn sdmtliche Fermentreaktionen momentan ab- 
gestoppt sind. Die Zerstérung der Proteine mu8 so schnell geschehen, 
daB innerhalb der Versuchszeit das Gleichgewicht DPN/DPNH nicht 
verschoben wird. 

Das zu bestimmende Co-Ferment (DPN oder DPNH) darf bei der 
Aufarbeitung der Zellen oder Gewebe nicht zerstért werden. Die Zellen 
miissen bei der EnteiweiBung vollkommen aufgeschlossen werden, 
wobei die Co-Fermente nicht durch Adsorption am Eiwei8 mitgefallt 
werden diirfen. 

Bei der Saéure- oder Alkalibehandlung diirfen aus dem unter den 
jeweiligen Bedingungen instabilen Co-Ferment keine Bruchstiicke ent- 
stehen, die den optischen Test stéren. 

Die im folgenden beschriebenen Kontrollversuche haben ergeben, 
daB alle genannten Forderungen streng erfiillt sind. 


Versuchsteil 


1. Versuche mit Rattenleber 
Inaktivierung der Fermente: Die Inaktivierung der Fermente 
in Rattenleber haben wir am Beispiel der Michsiure-Dehydrase (MDH) 
getestet. Die Aktivitaitsminderung von MDH durch Lauge verfolgten 
wir am kristallisierten Ferment, die Inaktivierung durch Trichloressig- 
siure wurde nicht kontrolliert, da sie bereits bekannt ist. 


2 F. Schlenk, H. Heiwinkel u. B. Higberg, diese Z. 256, 208, [1938]. 
1 eg 
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Samtliche Versuche mit MDH wurden mit einer stark verdiinnten 
Suspension des krist. Fermentes in 50°%%-gesittigtem Ammonium. 
sulfat durchgefihrt®. 


Optischer Test zur Messung der MDH-Aktivitat*: 
3,7 ml m/10-Phosphatpuffer py 6,5 
0,03 ml DPNH-Lésung (10 mg Na-Salz/ml) 
0,05 ml m/200-BTS-Lésung 

Start: 0,01 ml MDH-Suspension 
AE/min: 334 


Die MDH-Suspension wurde mit dem 10-fach. Vol. Lauge variieren- 
der Konzentration vermischt und die Aktivitét des Fermentes nach 
verschiedenen Zeiten gemessen (Tab. 1). 


Tab. 1. MDH-Inaktivierung durch Lauge. 








Einwirk.- Aktivitat 
°na0H a Dauer (AE/min) 
n/10 25° 1 min 334 
3 min 328 
6 min 327 
15 min 332 
100° 15 sec 321 
3 min 131 
n/5 100° 15 sec 0 
l-n 100° 15 sec 0 











Aus Tab. 1 ist zu ersehen, da8 krist. MDH-Suspension, im Verhiltnis 
1:10 mit Lauge vermischt, erst durch »/5-NaOH bei 100° nach 15 sec 
inaktiviert ist. 

Zur Bestimmung von DPNH inaktivieren wir deshalb die Fermente 
mit kochender l-n. NaOH (,,Sicherheitsfaktor“ : 5). 


DPNH-Bestandigkeit in heiBer Lauge: Eine DPNH-Lésung 
wurde mit dem 10-fach. Volumen kochender I-n. NaOH vermischt, 
3 min auf dem kochenden Wasserbad erhitzt, im Eisbad abgekiihlt, 
unter kraftigem Rihren bei 0° mit n-HCl auf px 7 gebracht und optisch 
getestet: 


DPNH-Test ohne Lauge DPNH-Test mit Lauge 
AE : 588 AE : 309 


In Reihenversuchen zeigte sich, daf bei der Neutralisation eine 
értliche Ubersiuerung nicht zu vermeiden ist, die eine teilweise Zer- 
stérung des DPNH verschuldet. 

Umgehen der 6rtlichen Ubersiuerung: 1-m. KH,PO, hat 
einen pu von 4,6. Vermischt man 1,0 ml einer »-NaOH mit 2,8 ml 


3 Darstellung nach E. Racker, J. biol. Chemistry 196, 363 [1952]. 
* Aktivitét in JE/min. Die Extinktionsdifferenzen AH werden in dieser 
Arbeit in 4/;999 Extinktionseinheiten angegeben. 
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dieser Lésung, so wird ein Teil des KH,PO, zur Stufe des KNaHPO, 
umgesetzt, der pu der Mischung ist 7,2. Da DPNH beim px 4,6 noch 
nicht zerstért wird (Tab. 2), kann durch Neutralisieren mit KH,PO,- 
Lésung die schadliche drtliche Ubersiuerung verhindert werden (Tab. 3). 


Tab. 2. DPNH-Bestandigkeit in m-KH,PO,*. 
| Kontrolle 


AB: | 215 29 | 29 | 215 


*) 0,02 ml DPNH-Lésung mit 2,8 ml m-KH,PO, vermischt und nach den angeg. Zeiten mit 
1,0 ml n-NaOH neutralisiert. 


Tab. 3. DPNH-Bestandigkeit in n-NaOH* (42). 





Imin | 3min | 10 min 

















3min | 10min | 15 min 
Kontrolle 271 
n-NaOH 25° 276 249 248 
n-NaOH 100° 260 243 238 








* 0,02 ml DPNH-Lésung mit 1,0 ml n-NaOH von Zimmertemp. bzw. 100° vermischt und nach 
den angeg. Zeiten mit 2,8 ml KH,PO,-Lésung neutralisiert. 


DPNH-Bestimmung in Rattenleber mit DPNH-Zusatz: Die 
Bestimmung des DPNH in Rattenleber ist unten zusammengefaBt be- 
schrieben. Wir fanden einen Mittelwert von 120 y DPNH/g Frischleber 
der mit Standardkost ernahrten Ratte. 

In einer Reihe von Versuchen priiften wir, ob eine bekannte, der 
Rattenleber vor dem Homogenisieren zugesetzte Menge DPNH wieder- 
gefunden wird (Tab. 4). 


Tab. 4. DPNH-Zusatz zu Rattenleber 
(Mittelwerte) 


DPNH der Rattenleber 120 y + 6 
DPNH zugesetzt 400 y 


520 y + 6; Summe gef. 511y + 7 





Summe theoret. 


Prifung einer Extinktionsinderung durch ADH- oder 
Acetaldehydzusatz: Die verwendete ADH ist in 60%-gesiattigtem 
Ammoniumsulfat suspendiert. Es wurde nun gepriift, ob beim Ansetzen 
des optischen Testes mit ADH das saure Ammoniumsulfat eine pu- 
Verschiebung verursacht. Es ist bekannt, daB z. B. die gelben Fermente, 
die ebenfalls bei 340 mu absorbieren, bei geringen pu-Verschiebungen 
Extinktionsinderungen erfahren. Auch der zur Verwendung kommende 
Acetaldehyd, der nach laingerem Aufbewahren Essigsiure enthilt, 
kénnte eine solche pu-Verschiebung bedingen. 

Wir stellten jedoch beim Zusatz von 0,02 ml gesitt. Ammonium- 
sulfatlésung zur DPNH-Testung in Rattenleber — wie auch in Hefe — 
fest, daB nur eine zu vernachlissigende Extinktionsiinderung von 
+0,003 eintritt. Ein gleicher Zusatz von 0,1 ml m-Acetaldehyd ergibt 
eine negative Extinktionsinderung von 0,002—0,003. 











Holzer, Goldschmidt, Lamprecht u. Helmreich, 


DPN-Zusatz zur DPNH-Bestimmung: 
Optischer Test: 2,0 ml m-KH,PO, 
1,0 ml n-NaOH 
0,01 ml DPNH-Lésung 
0,5 ml Wasser bzw. DPN-Lésung (200 y) 
0,1 ml m-Acetaldehyd 


Start 0,002 ml ADH-Suspension 


AE ohne DPN-Zusatz: 170 + 3 (4 Mess.) 
AE mit DPN-Zusatz: 170 +3 (4 Mess.) 
Ein DPN-Zusatz stért also die DPNH-Bestimmung nicht. 
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Trichloressigsaéure-Aufschlu8: Zur DPN-Bestimmung werden 
die Zellen mit TES aufgeschlossen, wobei das DPNH sofort zerstirt 
wird (Aufspaltung an der N-Ribose-Bindung). Es wurde nun gepriift, 
welche TES-Konzentration einen méglichst quantitativen AufschluB 
der Leberzellen gewahrleistet. 

Die Leber einer Ratte wurde gevierteilt und zum gleichen Zeitpunkt 
mit TES verschiedener Konzentrationen im Verhialtnis 1:4 (1 g Leber 
mit 4ml TES) homogenisiert (Tab. 5). 


Tab. 5. y DPN/g Frischleber bei TES-AufschluB 


2%TES 5% TES 10%TES 15% TES 
253 318 126 40 


1-proz. TES enteiweiBt unvollstindig, in 30-proz. TES entsteht 
ein hartes, kérniges Homogenat, das sich nicht zum optischen Test ver- 
wenden laBt. Der héchste DPN-Gehalt wird durch EnteiweiBung mit 
5-proz. TES erhalten. 

DPN -Bestandigkeit in TES: 40 mg DPN (US-Priparat) wurden 
in 100 ml quarzdest. Wasser gelést, 1,0 ml dieser Lésung wurde mit 
1,0 ml TES verschiedener Konzentrationen vermischt. Nach angegebenen 
Zeiten wurde die Mischung mit 1,0 ml eingestellter Natronlauge neutra- 
lisiert und der DPN-Gehalt optisch bestimmt (Tab. 6). 


Optischer Test: 1,0 ml TES-Lésung 
1,0 ml DPN-Lésung 
1,0 ml NaOH, eingest. geg. TES 
0,3 ml 3-m. Glykokoll/NaOH-Puffer px 9 
0,3 ml m/10-Semicarbazid-HCl-Lésung 
0,3 ml Alkohol 96% 


Start 0,002 ml ADH-Suspension 


Tab. 6. DPN-Bestandigkeit in TES (42). 
DPN-Kontrolle (ohne TES u. Lauge, daf. 2,0 ml Wasser): 47 = 590. 


sofort 10 min 20 min 60 min 








2-proz. TES t= 25° 563 561 552 
2-proz. TES t ~ 100° _ 333 216 - 
10-proz. TES tw 25° 562 564 510 489 


(cEnd = 5%) 
10-proz. TES t ~ 100° - 296 107 — 
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Wie aus Tab. 6 zu ersehen, wird der DPN-Gehalt durch 10 min 
langes Einwirken von 5-proz. TES bei Zimmertemperatur nicht geandert. 
Auch nach 20 min findet relativ nur eine geringe Gehaltsminderung 
statt. Dagegen ist der Blindwert der DPN-Lésung 590, der héchste Wert 
der Tabelle ist aber 564. Diese Extinktionsdifferenz lat sich durch den 
Neutralisationsvorgang erkliren, wobei wahrscheinlich eine 6rtliche 
Uberalkalitat entsteht, die eine teilweise Aufspaltung von DPN bewirkt. 
Folgender Abschnitt steht mit dieser Annahme im Einklang. 

DPN-Bestimmung in mit Na,PO, abgepufferter TES: Um 
die drtliche Uberalkalitét bei der Neutralisation der DPN-Mischung 
mit Lauge auszuschlieBen, pufferten wir die TES mit Na,PO, ab (2-proz. 
TES-Lésung mit 0,12-n. Na,PO,; 5-proz. TES-Lésung mit 0,30-n. 
Na,PO,): 

Blindwert der DPN-Lésung AE = 590+ 3 


2-proz. TES t = 25° AE = 591+3 
5-proz. TES t = 25° AE = 590 + 3 


DPN-Bestimmung in Rattenleber mit DPN-Zusatz: Die 
Bestimmung des DPN in Rattenleber ist unten zusammengefaBt be- 
schrieben. Er betrigt nach unseren Messungen im Mittel 314 y DPN/g 
Frischleber. 

Vor dem Homogenisieren der Leber wurde eine bekannte Menge 
DPN zugesetzt und gepriift, wieviel davon wiedergefunden wird (Tab. 7). 


Tab. 7. DPN-Zusatz zu Rattenleber (Mittelwerte). 
DPN der Rattenleber 317 y +7 
DPN zugesetzt 530 y 


Summe theoret. 847 y + 7; Summe gef. 530 y + 8 


DPNH-Zusatz zur DPN-Bestimmung: Im folgenden Abschnitt 
wurde gepriift, ob bei der Inaktivierung des DPNH durch Siure Pro- 
dukte entstehen, die einen héheren DPN-Gehalt vortiuschen kénnten 
(DPN>x oder Bruchstiicke, die im ADH-Test reagieren). 

a) DPN-Bestimmung nach Siaureinaktivierung des DPNH: 
10 ml 2-proz. TES wurden mit 0,3 ml DPNH-Lésung vermischt und im 
Homogenisator 2—3 min lang vermischt: 


AE 2-proz. TES DPN: 57 + 2 (3 Mess.) 
AE 5-proz. TES DPN: 59 + 2 (3 Mess.) 


Die mit TES behandelten DPNH-Lésungen zeigten im DPNH-Test 
keine Extinktionsabnahme, d.h. es war vdllige Inaktivierung einge- 
treten. 

b) DPN-Bestimmung im DPNH-Praparat des Versuchesa: 


ASE DPN: 56 + 2 (3 Mess.) 
In der vorliegenden DPNH-Lésung (4H DPNH: 480) sind dem- 


nach 11,7% DPN enthalten. Nach TES-Behandlung (vergleiche Ver- 
such a) erhéht sich der DPN-Wert nicht. 
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c) DPN-Bestimmung in Rattenleber mit DPNH-Zusatz: 
Frische Rattenleber wurde mit 5-proz. TES 1:4 homogenisiert. 10 ml 
Homogenat wurden mit 0,3 ml DPNH-Lésung versetzt und nochmals 
1 min lang homogenisiert. Eine zweite Probe von 10 ml Homogenat 
wurde ebenfalls, aber ohne Zusatz von DPNH, 1 min homogenisiert: 


AE ohne DPNH-Zusatz: 148 + 3 (2 Mess.) 
AE mit DPNH-Zusatz: 208 + 3 (2 Mess.) 


AE Differenz: 60 + 3 (DPN aus zuges. DPNH) 





Die Identitaét der Extinktionsdifferenzen in den Versuchen a), b) 
und ¢c) beweist, daB durch DPNH-Zusatz die DPN-Bestimmung nicht 
gestort wird. Der DPN-Gehalt des zugesetzten DPNH wird quantitativ 
zuriickerhalten, bei der Séureinaktivierung von DPNH entstehen keine 
im DPN-Test reagierende Substanzen. 


DPN/DPNH-Bestimmungen in frischer und eingefrorener 
Rattenleber: Die Lebern frisch geschlachteter Ratten wurden halbiert, 
die eine Halfte der Leber wurde in fliissigen Stickstoff geworfen, die 
andere Halfte sofort zur DPN/DPNH-Bestimmung aufgearbeitet (Tab. 8). 


Tab. 8. DPN/DPNH in frischer und eingefrorener Leber. 











DPN-Bestimmung (AE) DPNH-Bestimmung (AE) 

| frisch | eingefr.| Diff. | frisch | eingefr. | Diff. 

1. Leber . . . 145 183 + 38 51 21 = 
2. Leber . . . 156 203 + 47 59 18 — 41 
3. Leber . . . 144 184 + 40 43 9 — 34 
4. Leber .. . 156 198 + 42 47 10 are 
Mittel . . . 150 | 192 | +42 | 50 10 — 36 











Diese Versuche beweisen, daB durch Einfrieren von Lebergewebe, 
selbst bei Ausschlu8 von Sauerstoff (Verwendung von fliissigem Stick- 
stoff), kein sofortiges Abstoppen von Fermentreaktionen erreicht wird! 
Dies kommt wohl daher, da8 noch wihrend des Einfrierens (in fliissigem 
Stickstoff etwa 15sec) oder des Auftauens der Organstiicke Ferment- 
reaktionen (Glykolyse?) ablaufen. Wie Tab. 8 zeigt, wird beim Ein- 
frieren der Leber die Relation DPN/DPNH verandert. Der Abnahme des 
DPNH entspricht recht genau eine Zunahme des DPNox, d. h. eine Ver- 
anderung der Summe DPN,, + DPNH tritt nicht ein. 

DPN-Bestimmungen in verschiedenen Rattenleber-Re- 
gionen: Da zur DPN/DPNH-Bestimmung die Rattenleber geteilt 
werden mu8, war noch die Frage zu priifen, wieweit die Co-Fermente 
gleichmaBig innerhalb der gesamten Leber verteilt sind. Tab. 9 zeigt 
die stationaren DPN/DPNH-Konzentrationen in verschiedenen Leber- 
regionen (Mittelwerte aus 7 Tieren). 








Co- 
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Tab. 9. DPN/DPNH in versch. Leberregionen (in y/g Frischleber). 














DPNH DPN 
Leberlappen links gesamt. . .. . 108 + 6 307 4- 8 
Leberlappen rechts gesamt ... . 106 + 6 297 + 8 
Leber links apical. . ...... 102 + 6 295 + 8 
Leber rechts apical ....... 104 + 6 301 + 8 
Zentraler Bereich links (Hilus) . . 106 + 6 299 + 8 
Zentraler Bereich rechts (Hilus). . 108 + 6 301 + 8 


Daraus ergibt sich, daB keine unterschiedliche Verteilung der 
Co-Fermente (DPN und DPNH) innerhalb des Lebergewebes vorliegt. 


2. Versuche mit Backerhefe 


DPN-Bestimmung in Hefezellen: 

Um Hefezellen aufzuschlieBen, bendtigt man héhere TES-Endkonzen- 
trationen, als es bei Leberzellen der Fall ist. Im Gegensatz zur Leber begegnet 
man bei der Hefe der Schwierigkeit, nur mit einer verhaltnismaBig verdiinnten 
Hefesuspension arbeiten zu kénnen. Fiir Stoffwechseluntersuchungen darf die 
Hefekonzentration maximal 20% betragen, um einen optimaien Gaswechsel zu 
gewahrleisten. Um noch méglichst verwertbare Extinktionsdifferenzen zu erhalten, 
mu8 man also bestrebt sein, méglichst viel Hefesubstanz in den Kiivettenansatz 
zu bringen. Andererseits darf die zum optischen Test verwendete Lésung nicht zu 
konzentriert an Salzen sein, da sonst die Fermentreaktionen gehemmt werden. 

Zur Ermittlung optimaler Aufschlu8bedingungen von Hefezellen 
priften wir deren DPN-Gehalt bei variierender TES-Konzentration. 
Die TES-Endkonzentrationen betrugen 2,5, 5, 6?/; und 10%. Den 
héchsten DPN-Wert erhielten wir mit 5—6?/,-proz. TES-Endkonzen- 
tration. Bemerkenswert ist, daB die erhaltenen DPN- und DPNH- 
Werte/g Hefe vollkommen iibereinstimmen, wenn die AufschluBbedin- 
gungen variiert werden: 

a) 20 ml einer 20-proz. Hefesuspension wurden mit 20 ml 10-proz. TES auf- 
geschlossen (Endkonzentration 5% TES; 10% Hefe, 356 y/g). 

b) 20 ml einer 20-proz. Hefesuspension wurden mit 10 ml einer 20-proz. TES 
aufgeschlossen (Endkonzentration 62/,% TES; 131/;% Hefe, 350 y/g). 
Auf Grund dieser Ergebnisse entfallt der Einwand, da eine even- 

tuelle Absorption der Co-Fermente durch die gefillten Proteine statt- 
finden kénnte, denn eine solche Absorption wire konzentrationsabhiangig. 

Bei einer TES-Endkonzentration von 10%, wie auch von 2,5%, 
erhielten wir niedrigere DPN-Werte, als bei 5- bzw. 6?/,-proz. TES-End- 
konzentration. 


Neutralisation des TES-Hefeaufschlusses: 


Beim Leberaufschlu8 wird die TES mit einer Na,PO,-Lésung abgepuffert, 
um eine 6rtliche Uberalkalitat zu umgehen. Da beim HefeaufschluB die Konzen- 
tration an TES doppelt so hoch ist, ist diese Gefahr bei der Neutralisation besonders 
groB. Zudem reicht die Léslichkeit des Natriumphosphates nicht aus, um mit 
moglichst wenig Lésung so abzupuffern, daB noch geniigend groBe Extinktions- 
differenzen erzielt werden. Man ist also gezwungen, den TES-HefeaufschluB 
trotzdem mit Natronlauge zu neutralisieren. 
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Die 6rtliche Uberalkalitit bei der Neutralisation von TES mit 
Natronlauge 14Bt sich dadurch verringern, da8 man der Lauge eine 
gentigende Menge Dinatriumphosphat zusetzt. Zur Neutralisation der 
5-proz. TES-Hefelésung verwendeten wir deshalb eine 1,2-n. NaOH 
(4,8%), die m/5-Na,HPO, enthielt. Die Salzlésung ist dann noch nicht 
so konzentriert, daB eine ins Gewicht fallende Hemmung der enzy-. 
matischen Hydrierung des DPN erfolgt. 


DPN in 5-proz. TES-Lésung wurde nach Neutralisieren mit NaOH/ 
Na,HPO, zu 100% wiedergefunden. Das gleiche ergab sich, wenn einer 
20-proz. Hefesuspension DPN zugesetzt wurde. Wie beim Leberauf- 
schlu8 anderte ein DPNH-Zusatz den DPN-Gehalt nicht. 


DPNH-Bestimmung in Hefezellen: 

Leber wird zur DPNH-Bestimmung mit »-NaOH aufgeschlossen, die End- 
konzentration an Lauge ist dabei 0,83-n. Die Hefesuspension schlieBen wir mit 
einer 2-n. NaOH im Verhaltnis 1:1 auf. 

Auch in diesem Falle kann die Lauge nicht mit KH,PO, abgepuffert werden 
(Léslichkeit des Salzes reicht nicht aus). 

Die alkalische Hefesuspension neutralisierten wir mit 4-n. H,PO,, 
die in bezug auf Na,HPO, m/5 war. Der optische Test von DPNH ver- 
lauft auch in dieser Salzl6sung rasch und quantitativ. Einer 20-proz. 
Hefesuspension zugesetztes DPNH konnte quantitativ bestimmt werden, 
ein DPN-Zusatz stérte die DPNH-Bestimmung nicht. 

Alkohol-Zusatz bei der DPN/DPNH-Bestimmung: Es war 
von Interesse, ob ein Alkohol-Zusatz die DPN/DPNH-Bestimmung 
beeinfluBt, da bei der Bestimmung stationiirer DPN/DPNH-Konzen- 
trationen in girender Hefe die Proben Alkohol enthalten. Wir fiihrten 
deshalb mehrere DPN/DPNH-Bestimmungen in Hefezellen mit und 
ohne Zusatz von reinem Alkohol durch (Endkonzentration an Alkohol 
m/10 bzw. 1-m) und stellten keinen Einflu8 auf die DPN- und DPNH- 
Werte fest, wenn man die 8S. 3 wiedergegebenen Testbedingungen 
einhalt. 

Dagegen stért ein Zusatz von Cyanid die DPN/DPNH-Bestimmung. Ver- 
mutlich wird bei dieser Bestimmung eine CN-DPN-Verbindung erfaBt und nicht 
das wahre DPNH. Da CN- mit DPN eine Molekiilverbindung eingehen kann 
(Struktur wie DPNH + H*), kénnen fiir DPN/DPNH-Bestimmungen keine 
Cyanide fiir Hefeansitze verwendet werden. 

DPN/DPNH-Bestimmungen in frischer und eingefrorener 
Hefe: Gleiche Mengen einer 20-proz. Hefesuspension wurden in fliissigem 
Stickstoff eingeforen bzw. sofort zur DPN/DPNH-Bestimmung auf- 
gearbeitet (Tab. 10). 


Tab. 10. DPN/DPNH in frischer und eingefrorener Hefe (Mittel in y/g Hefe). 





DPNH 
frisch | eingefr. | Diff. 


DPN 
frisch | eingefr. | Diff. 








sz | 376 | +24 | 72 | 44 | —28 
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Zusatzlich wurde im optischen Test der Gesamtgehalt an Brenztraubensiure 
in der Hefe bestimmt: 


BTS frische Hefe: 146 y/g, BTS eingefr. Hefe: 228 y/g. 


Durch diese Versuche wird wahrscheinlich, daB, ebenso wie in 
Leberzellen, auch in Hefezellen durch Einfrieren und anschlieBendes 
Auftauen keine momentane Abstoppung von Fermentreaktionen erreicht 
wird. Der Abnahme des DPNH entspricht eine Zunahme des DPN. 

Glucose-Zusatz bei der DPN/DPNH-Bestimmung in Hefe- 
zellen: Bei Stoffwechseluntersuchungen wird Hefe oft Glucose als 
Substrat angeboten. Da zur DPNH-Bestimmung die Hefezellen mit 
heiBer Lauge aufgeschlossen werden, war zu priifen, ob die mit heiBer 
Lauge aus Glucose sich bildenden, gelben Substanzen (Reduktone), 
die Bestimmung stéren. 

Je 20 ml einer 20-proz. Hefesuspension wurden mit 2 ml 40-proz. 
Glucoselésung bzw. mit 2 ml Wasser versetzt. Die Suspensionen wurden 
sofort in je 20 ml kochende 2-n. NaOH gegossen, abgekiihlt und mit 
je 10 ml Phosphorsiure/Na,HPO, neutralisiert (genaue Beschreibung 
siehe ,,Arbeitsvorschrift“‘). Der optische Test ergab: 


DPNH mit Glucose: JZE = 36; DPNH ohne Glucose: JE = 36. 


Einem Hefe-Glucose-Zentrifugat, hergestellt wie oben, wurden 
0,003 ml gesittigter Ammoniumsulfatlésung zugesetzt, um einen evtl. 
Extinktionssprung durch py-Verschiebung zu erfassen. Die Extinktions- 
differenz betrug AH = +0,002, konnte also vernachlassigt werden. 


Arbeitsvorschrift 


zur Bestimmung stationirer DPN/DPNH-Konzentrationen 
in lebenden Zellen und Geweben 


DPN/DPNH- Bestimmung in Leber 


Das Einbringen der Leberstiicke in die EnteiweiBungsfliissigkeiten darf, 
vom Zeitpunkt der Tétung des Tieres an, héchstens 15 sec dauern. Der Versuch 
mu deshalb in allen Einzelheiten vorbereitet sein. 

Zur DPN/DPNH-Bestimmung benétigt man zwei gut eingeschliffene Potter- 
Elvehjem-Homogenisatoren. Diese werden am besten angefertigt aus zwei, mit 
minimalem Spiel ineinanderpassenden, schwer schmelzbaren Glasréhren (,, Bomben- 
rohre** oder Pyrexglaser), die an einer Stelle etwa 10 cm lang ohne zu klemmen 
sich gerade bewegen lassen. Innendurchmesser des auBeren Rohres etwa 2 cm. 
Die passende Stelle des inneren Rohres wird als ,,Stempel‘‘ ausgezogen und mit 
einem etwa 25cm langen Glasrohr — zur Verbindung mit dem Motor — ver- 
schmolzen. Die Verbindung mit dem Motor besteht aus einem etwa 5 cm langem 
Vakuumschlauch, der mit einer gut sitzenden Messingbuchse umschlossen ist. Am 
Boden des ,,Stempels‘‘ werden 6—8 2mm hohe, gerade ,,Hikchen‘‘ angeschmolzen, 
die sich durch kurze Beniitzung des Homogenisators gut einschleifen und das 
Lebergewebe schnell aufreiben und zerkleinern. 

Die Ratte wird mit einem Scherenschlag decapitiert, die Leber heraus- 
genommen, mit kaltem Wasser kurz abgespiilt und auf dem Filtrierpapier schnell 
abgetrocknet. 

Zur DPN/DPNH-Bestimmung finden etwa 2 g Leber Verwendung. Bei Ver- 
chsbeginn stehen in zwei Homogenisatorglisern einmal etwa 5 ml 5-proz. TES 
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bei Zimmertemp. und einma! etwa 5 ml n-NaOH im kochenden Wasserbad bereit. 
Die abgewogenen Leberstiicke werden sofort in die EnteiweiBungsfliissigkeit se. 
bracht, auf das benétigte Volumen aufgefiillt und méglichst schnell homogenisiert. 

DPN-Bestimmung: Von der Leber wird ein etwa 2 g schweres Stiick auf 
einer Torsionswaage oder einer kleinen Hornschalenwaage abgewogen und sofort 
mit 5-proz. TES im Verhialtnis 1:4 (1g Leber mit 4ml TES) homogenisiert. 
Das Homogenat 148t man 10 min bei Zimmertemperatur stehen, zentrifugiert 
in der Kalte (2—5°) 5—10 min bei 15000 U. Dann neutralisiert man jedes Vo- 
lumen der eingesetzten TES mit 2 Vol.-Tln. 0,25-n. Na,PO,, mischt durch und 
priift den pp-Wert, der zwischen 6,2 und 6,4 liegen mu8*. Man erhilt ein leicht 
gelbes und opalescierendes Zentrifugat. 

Optischer DPN-Test: Beckman-Kiivette, d = 1 cm; 


3,0 ml Zentrifugat 
0,6 ml Semicarbazid/Alkohol-Mischung 


Start 0,002 ml ADH-Suspension 


DPNH-Bestimmung: Ein zweites Stiick der Leber wird ebenfalls sofort 
nach dem Abtrocknen abgewogen und mit n-NaOH von 100° (4 ml/g Leber) homo- 
genisiert (das Homogenisieren geschieht ohne weitere Erhitzung). Vom Homogenat 
pipettiert man die gewiinschte Menge in ein Zentrifugenglas, neutralisiert sie mit 
2,8 ml m-KH,PO,/ml Homogenat, mischt durch und priift den pH-Wert, der 
zwischen 6,2 und 6,4 liegen muB. 

Das neutralisierte Homogenat wird in der Kalte (2—5°) bei 15000 U/min 
5—10 min zentrifugiert. 


Optischer DPNH-Test: Beckman-Kiivette, d = 1 cm; 


3,8 ml Zentrifugat 
0,1 ml m-Acetaldehyd 


Start 0,002 ml ADH-Suspension 


Lésungen fiir die DPN-Bestimmung in Leber 
1. 5-proz. TES-Lésung p.A. (0,30-n.) 
2. 0,25-n. Na,PO,. p.A. (31,7 g Na,PO,. 12 H,O/l) 
3. Semicarbazid/Alkohol-Mischung: 
a) 1,12 g Semicarbazid-HCl p.A. in 100 ml Wasser (m/10) 
b) 96-proz. reiner Alkohol 
100 ml Lésg. a) werden mit 100 ml Liésg. b) vermischt; die Mischung ist 
haltbar. 
4, ADH-Suspension (Alkoholdehydrase) in 60% -gesitt. Ammoniumsulfat**. 
In Eis aufbewahren! 


Lésungen fiir die DPNH-Bestimmung in Leber 

1. n-NaOH p.A. 

2. m-KH,PO, p.A. (136 g/l). 

3. m-Acetaldehyd: 28 ml frisch destillierten Acetaldehyd mit dest. Wasser auf 
500 ml auffiillen; 
Lésung in Eis aufbewahren, px von Zeit zu Zeit nachpriifen; liegt der pu 
unter 5, dann verwerfen. 

4. ADH-Suspension, s. DPN-Best. 


* Wird bei der DPN-Bestimmung in Leber vor dem Zentrifugieren neutrali- 
siert, so findet eine wahrscheinlich p,-abhingige Adsorption des DPN+ an das de- 
naturierte Protein statt (persénl. Mittlg. von Herrn Doz. Dr. H. Frunder, Leipzig, 
der nach unserer Methodik gearbeitet hat). Beim Aufschlu8 von Hefe beobachtet 
man diese Adsorption nicht. 

** Darstellung n. E. Racker, J. biol. Chemistry 184, 313 [1950]. Beziehbar 
bei C. F. Boehringer & Séhne G.m.b.H., Biochem. Labor, Tutzing Obb. 
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Berechnung des DPN/DPNH-Gehaltes in Leber: Der DPN/DPNH- 
Gehalt wird in der Arbeit, wie iiblich, in y/g Frischleber angegeben. 

Vorliegende Messungen wurden mit dem ,,Unicam‘‘-Spektralphotometer 
bei 340 my durchgefiihrt. DPN/DPNH kann auch bei den Wellenlangen 334 mu 
oder 366 mu mit dem Photometer ,,Eppendorf* bestimmt werden. 


Nach O. Warburg ist: 


ane — — 920 bei 100 y DPN/ml (ebenso bei 334 mp) 
d=1 ? 
AE 366 _ = 520 bei 100 y DPN/ml 
Bedeutet Vol,,, das Gesamtvolumen in der Kiivette und Volppy das Vo- 
lumen der zu testenden Lésung, so gilt: 
d=l1cm : 
AE 946 my 100 - Vol... 
920 - Volppy 
1 g Frischleber besteht aus etwa 0,8 ml Fliissigkeit. Da die Leber im Ver- 
haltnis 1: 4 enteiweiBt wird (1 g Leber mit 4,0 ml) ergibt 1 g Frischleber 4,8 ml 


TES-Zentrifugat. Beriicksichtigt man die Verdiinnung beim Neutralisieren, so 
gelangen in den Kiivettenansatz: 

0,234 g Frischleber bei der DPN-Bestimmung; 

0,208 g Frischleber bei der DPNH-Bestimmung. 


Hieraus ergibt sich folgender Zusammenhang zwischen Extinktion und DPN- 
bzw. DPNH-Gehalt der Frischleber: 





= y DPN/nl; 


AE? = 1em, 199.36 





y DPN/g Frischleber = ae ee 
oder zusammengefaBt 

yDPN/g Frischleber = AB 4, bom 1,67; 
be yDPN/g Frischleber = AE Pot 2,96; 

y DPNH/g Frischleber = AE wom - 2,04; 


: d=1 
y DPNH/g Frischleber = AE 96 rho - 3,61. 


DPN/DPNH-Bestimmung in Hefezellen 
Die DPN- und DPNH-Bestimmung in Hefezellen mu8 ebenfalls zum gleichen 
Zeitpunkt erfolgen. Dazu verwendet man am praktischsten vier kleine Erlen- 
meyer-Kélbchen (100—150 ml). In die beiden ersten legt man die EnteiweiBungs- 
fliissigkeiten (10 ml Lauge bzw. 10 ml TES) vor, in die beiden anderen pipettiert 
man je 10 ml Hefesuspension, die man sofort in einem GuB in die EnteiweiBungs- 
fliissigkeit kippt, dann sofort gut umschiittelt und die Lésungen wieder in das erste 
Kélbchen zuriickgieBt. 
DPN-Bestimmung: 10,0 ml der Hefesuspension werden in einem GuB zu 
10,0 ml einer 10-proz. TES-Liésg. gegeben und intensiv gemischt. Man laBt die 
Mischung unter gelegentlichem Umschiitteln 5 min bei Zimmertemperatur stehen, 
gibt mit einer Pipette in mehreren Portionen und unter kraftigem Umschiitteln 
insgesamt 5,0 ml 1,2-n. NaOH, die m/5-Na,HPO, gelést enthalt, hinzu und priift 
den pu-Wert der Lisung. Er soll 7—7,5 betragen. 
Die Mischung wird in der Kalte (2—5°) bei 15000 U/min 10 min lang zentri- 
fugiert und das vollkommen klare Zentrifugat zum optischen Test verwendet: 
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Optischer DPN-Test: Beckman-Kiivette, d = 1 cm 
1,0 ml Zentrifugat 
2,0 ml m/15-Phosphatpuffer, px 7,2 
0,6 ml Semicarbazid/Alkohol-Mischung 
_ Start 0,002 ml ADH-Suspension 
DPNH-Bestimmung: Zur DPNH-Bestimmung werden 10,0 ml 2-n. NaOH 
zum Sieden erhitzt, vom Feuer genommen und sofort 10,0 ml Hefesuspension 
dazugegossen (Temperatur nach ZusammengieBen etwa 70°). Nach dem Zuriick- 
gieBen in das erste Kélbchen kiihlt man sofort in einem Eisbad auf Handwarme 
ab und gibt in diinnem Strahl aus einer Pipette unter kraftigem Umschiitteln 
insgesamt 5,0 ml 4-n.H,PO,, dic m/5-Na,HPO, gelést enthalt, hinzu und priift 
den py-Wert (7—7,5). Die Mischung wird wie bei der DPN-Bestimmung zentri- 
fugiert. 
Optischer DPNH-Test: Beckman-Kiivette, d = 1 cm. 
2,0 ml Zentrifugat 
1,0 ml m/15-Phosphatpuffer, px 7,2 
0,1 ml m-Acetaldehyd 
Start 0,002 ml ADH-Suspension 


Lésungen fiir die DPN-Bestimmung in Hefe 
10-proz. TES-Lsg. p.A. 
1,2-n. NaOH p.A. (4,8-proz.), die m/5-Na,HPO, gelést enthalt (48 g NaOH 
und 35,6 g Na,HPO, im Liter) 
m/15-Phosphatpuffer py 7,2 
Semicarbazid/Alkohol-Mischung, s. DPN-Best.Leber 
ADH-Suspension, s. DPN-Best.Leber. 


wi 


gue ge 


Lésungen fiir die DPNH-Bestimmung in Hefe 
2-n. NaOH p.A. 
4-n. H,PO,, p.A., die m/5-Na,HPO, gelést enthalt (65,5 ml konz. H,PO, 
— 85%, sirup. — und 17,8 g Na,HPO, in 500 ml) 
m/15-Phosphatpuffer, pH 7,2 
m-Acetaldehyd, s. DPNH-Best.Leber 
ADH-Suspension, s. DPN-Best.Leber. 
Berechnung des DPN/DPNH-Gehaltes in Hefe-Zellen: In der 
vorliegenden Arbeit werden die DPN- und DPNH-Werte in y/g PreBhefe angegeben. 
Fiir spezielle Untersuchungen mu jedoch die Zellenzahl und deren Gehalt 
an Zellsaft beriicksichtigt werden. Bei Zugrundelegung der Daten von Conway 
und Downey‘? enthalt 1 g normaler PreBhefe 0,7 g Zellen, diese wiederum 0,56 ml 
Zellsaft®. 
Bei der angegebenen Versuchsanordnung sind im Kiivettenansatz enthalten: 
0,080 g Hefe bei der DPN-Bestimmung; 
0,160 g Hefe bei der DPNH-Bestimmung. 


Daraus ergibt sich: 
y DPN/g [Hefe 


Le 


Ue ge 


I 


d=1lcm 
AE 340 mu - 4,89; 


yDPNi/g [Hefe = 462 —1°™. 8 66, 


366 my 
d=1cm ‘ 
y DPNH/g Hefe = AL 340 mu a 2,10; 
“Jem | 
y DPNH/g Hefe = AE 360 ma - 3,72. 


4 E.I.Conway u. M. Downey, Biochem. J. 47, 347 [1950]. 
5 H. Holzer, Habilitationsschrift Miinchen, 1952. 
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Anwendungsbeispiele 


Rattenleber: Die stationire DPN/DPNH-Konzentration haben 
wir in der Leber mit Standardkost ernahrter Inzuchtratten (Sprague- 
Dowley) bestimmt: 


DPN = 317 y/g Frischleber + 8 
DPNH = 120 y/g Frischleber + 8 DPN/DPNH = 2,6/1 


Wir konnten in weiteren Versuchen feststellen, daB in der Leber 
hungernder Ratten der DPNH-Wert stark abnimmt, wahrend der 
DPN-Spiegel konstant bleibt. Uber eine gréBere diesbeziigliche Ver- 
suchsreihe wird gesondert berichtet (II. Mitteilung). 


Hefezellen 


1. DPN/DPNH-Bestimmung bei Garung: 50 g frische Backer- 
hefe (Werk Oberkotzau) wurden mit wenig Wasser angeriihrt, 20 ml 
1,3-proz. NaHCO,-Lésung und 25 ml 40-proz. Glucoselésung zugesetzt 
und mit Wasser auf 250 ml aufgefiillt (Endkonzentration an Glucose 
4°). Die 20-proz. Hefesuspension wurde in einer 11/,-/-Schiittelflasche 
mit seitlichem Bodentubus (Gasausgleich) nach vorheriger Durchspiilung 
unter konstantem Druck eines Gasgemisches aus 95% N,/5% CO, bei 
Zimmertemperatur auf der Maschine geschiittelt. 


Zu den in Tab. 11 angegebenen Zeiten wurden je 20 ml Hefesuspen- 
sion zur DPN/DPNH-Bestimmung und 4 ml zur qualitativen Glucose- 
Bestimmung nach Bertrand entnommen. Der pg-Wert lag zu Beginn 
und Ende des Versuches bei 7,0. 

LaBt man die Hefe nicht unter Gasausgleich (konstantem Druck) giren, so 
findet eine starke zeitliche Verschiebung der DPN- und DPNH-Werte statt, je 
nach dem Zeitpunkt, an dem die Schiittelflasche gedffnet wird. Das in der ge-. 
schlossenen Schiittelflasche sich anstauende Kohlendioxyd beeinflu8t die Garung 
stark, 

Tab. 11. Garung in Hefezellen bei konst. py (7,0) 
(y/g Hefe; Mittelwerte aus 3 MeBreihen). 




















(ait) | DPN | DPNH Glucose | DPN + DPNH 
20 402 90 positiv 492 
40 402 lll positiv 513 
60 416 130 positiv 546 
90 431 196 schwach positiv 627 
120 450 244 negativ 694 
180 474 235 negativ 709 
240 498 227 negativ 725 


2. DPN/DPNH-Bestimmung bei Atmung: Gleiche Versuchs- 
anordnung wie unter 1., Gasgemisch: 95% O,/5% CO,. Der pg lag zu 
Beginn und Ende des Versuches bei 7,0 (Tab. 12). 














16 Holzer, Goldschmidt, Lamprecht u.Helmreich, Bd. 297 (1954) 


Tab. 12. Atmung in Hefezellen bei konst. py (7,0) 
(y/g Hefe; Mittelwerte aus 3 MeBreihen). 




















Zeit | pPN | DPNH Glucose DPN + DPNH 
(min) 
20 396 78 positiv 474 
40 402 80 positiv 482 
60 406 92 positiv 498 
90 416 111 positiv 527 
120 431 80 negativ 511 
180 450 68 negativ 518 
240 470 65 negativ 535 


Diskussion 


Nach unseren Messungen betriigt der DPN-Gehalt in Rattenleber 
(normal, mit Standardkost genihrter Inzuchtratten, Sprague-Dowley) 
317 y DPN/g Leberfeuchtgewicht, der DPNH-Gelialt 120 y/g. 

Wir haben eine gréBere Versuchsreihe iiber Bestimmungen statio- 
narer DPN/DPNH-Konzentrationen in Rattenleber unter Beriicksichti- 
gung verschiedener Stoffwechsellagen durchgefiihrt. Die Ergebnisse 
folgen in einer zweiten Mitteilung. 

Der DPN-Gehalt in ruhender Hefe (nicht atmend oder girend) be- 
tragt nach unseren Messungen durchschnittlich 350 y/g. Bei Atmung 
und Garung von Hefezellen stellt sich der stationiire DPN/DPNH-Wert 
sehr langsam ein, unter aeroben Bedingungen betrigt die maximale 
DPNH-Konzentration etwa 50% der anaeroben Konzentration. Zwei- 
fellos ist hierfiir die unter Sauerstoff in Funktion tretende, DPNH-ver- 
brauchende Kette der Atmungsfermente verantwortlich. 


Britton Chance gibt fiir Hefe einen Gesamt-Pyridinnucleotid- 
gehalt (DPN + TPN) von 300 y/g Hefe an*, waihrend von Euler 
250 y DPN/g Biackerhefe findet’. 


In der Rattenleber findet v. Euler 215 y DPN/g und 30 y TPN/g 
Frischorgan. 


Ph. Feigelson und Mitarbeiter haben 1950 eine spektrometrische 
Bestimmung der Gesamtpyridinnucleotide (PN) in tierischem Gewebe 
angegeben®’. Nach Feigelson wird die gefrorene Leber mit 2-proz. TES 
enteiweiBt und in zwei Teile geteilt. In der einen Probe werden durch 
Oxydation mit Wasserstoffperoxyd die Gesamtpyridinnucleotide er- 
faBt. Die Pyridinnucleotide werden aus beiden Proben an Kohle absor- 
biert und mit Pyridin wieder eluiert. In den Eluaten wird nach Hydrie- 





6 Nature [London] 169, 219 [1950]. 

7 F. Schlenk, H. Heiwinkel u. B. Higberg, diese Z. 256, 208 [1938]: 
ferner H. v. Euler u. F. Schlenk, Fortschr. Chem. organ. Naturstoffe 1, 99 
[1938]. 

8 Ph. Feigelson, J.N. Williams u. C. A. Elvehjem, J. biol. Chemistry 
185, 741 [1950]. 
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rung der Pyridinnucleotide mittels Natriumhyposulfits der Gehalt an PN 
bzw. Gesamt-PN bestimmt. Der PNH,-Gehalt ergibt sich aus der Diffe- 
renz. 
Mit dieser Methode finden Feigelson und Mitarbb. einen PN + 
PNH,-Wert von 824 y/g Leberfeuchtgewicht (Ratte) und einen PN-Ge- 
halt von 631 y/g. PNH, aus der Differenz betriigt 204 y/g. Die PN/PNH,- 
Werte Feigelsons liegen also wesentlich héher als die von uns ge- 
fundenen. Zweifellos werden bei der unspezifischen Reduktion mit Hypo- 
sulfit neben PN auch andere Substanzen erfaBt. Weiterhin haben unsere 
Untersuchungen ergeben, da8B durch das Einfrieren von Geweben oder 
Zellen das Gleichgewicht DPN/DPNH verindert wird, eine Fehler- 
quelle, die in der Methode Feigelsons enthalten ist. 

Dem Fonds der Chemie und der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft sprechen wir fiir die groBziigige Unterstiitzung der vorliegenden Arbeit 
unseren aufrichtigen Dank aus. 

Fiir die fleiBige und exakte experimentelle Mitarbeit sind wir Frl. Helga 
Heintze und den Herren Hanns Lederhuber, Hans Metz und Gerald Mussack 
zu besonderem Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


1. Eine optische Methode zur Bestimmung stationirer DPN/DPNH- 
Konzentrationen in lebenden Zellen und Geweben wird angegeben. 
Grundlage der Bestimmung ist die unterschiedliche Eigenschaft des 
oxydierten und reduzierten Diphosphopyridinnucleotides gegentiber 
Sduren und Laugen. DPN>x hat die Eigenschaft, gegen Sauren stabil 
zu sein, wahrend DPNH alkalistabil ist. 

2. Die optimalen Bedingungen fiir die DPN/DPNH-Bestimmung 
wurden geprift (Inaktivierung der Fermente, DPNH-Bestandigkeit in 
heiBer Lauge, AufschluBbedingungen, DPN-Bestandigkeit in Trichlor- 
essigsiure, DPN- bzw. DPNH-Zusatz usw.). 

3. DPN/DPNH-Bestimmungen in frischen und eingefrorenen Zellen 
und Geweben zeigten, daB durch Einfrieren in flissigen Stickstoff kein 
momentanes Abstoppen von Fermentreaktionen erreicht wird. Beim 
Einfrieren von Leber- oder Hefezellen findet namlich eine Verschiebung 
des DPN/DPNH-Gleichgewichtes statt. 

4, Eine unterschiedliche Verteilung des Cofermentes innerhalb ver- 
schiedener Leberpartien besteht nicht. 

5. Eine ,,Arbeitsvorschrift‘‘ zur Bestimmung stationirer DPN/ 
DPNH-Konzentrationen in lebenden Zellen und Geweben wird ange- 
geben. 

6. Es werden einige Anwendungsbeispiele (Leber, Hefe) beschrie- 
ben. Der DPN-Gehalt in der Leber der Normalratte betragt im Mittel 
317 y/g Frischorgan, der DPNH-Gehalt 120 y/g; Verhaltnis DPN/DPNH 
= 2,6/1. 

Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 297 2 
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Der DPN-Gehalt in ruhenden Hefezellen betraigt im Mittel 350 vig 
Hefe-Frischgewicht, der DPNH-Gehalt etwa 30 y/g; Verhialtnis DPN/ 
DPNH = 12/1. 

In giirender und atmender Hefe steigt der DPN-Gehalt zeitlich 
stetig leicht an (giirende Hefe nach 4 Stdn. 500 y/g, atmende Hefe 
600 y/g). Der DPNH-Gehalt erreicht bei garender Hefe nach 120 Min. 
einen Maximalwert von etwa 250 y/g Hefe. In atmender Hefe wird ein 
Maximalwert schon nach 90 Min. erreicht; er betragt 50% des héchsten 
Wertes bei der anaeroben Garung. 
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Papierchromatographie aliphatischer Dicarbonsauren 
Von 
Hans Kalbe 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck- Gesellschaft, 
Gottingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Februar 1954) 


Im Rahmen der Untersuchungen iiber die Stoffwechselprodukte, 
die nach Fiitterung von normalen und besonders verzweigten Fett- 
siuren und ihren Derivaten an Hunde im Harn ausgeschieden werden, 
wurde eine Methode benétigt, die den qualitativen Nachweis und wenn 
moglich auch die quantitative Bestimmung aliphatischer Dicarbon- 
siuren (fortan DS) von C, bis C,, im MikromaBstab gestattet. Die phy- 
sikalischen Eigenschaften der DS (gute Léslichkeit in organischen 
Lésungsmitteln, ausreichende Wasserléslichkeit, niedriger Dampf- 
druck u.a.) lieBen erwarten, daB die Papierchromatographie (fortan 
PCG), die bereits zur Trennung von Aminoséuren, Zuckern und Sub- 
stanzen anderer Stoffklassen allgemein mit gutem Erfolg benutzt wird, 
auch fiir die Lésung dieses analytischen Problems die geeignetste Me- 
thode sein wiirde. 

Wir haben nun ein solches Verfahren zur Trennung von Gemischen 
aliphatischer DS ausgearbeitet und tiber einige Anwendungen bereits 
berichtet. So konnten wir erstmalig das spurenweise Vorkommen von 
Malonsiure im Hundeharn nachweisen!. Weiterhin wurde gezeigt, daB 
nach Verfiitterung normaler und besonders verzweigter Monocarbon- 
siure-amide mittlerer Kettenlénge (C,,>—C,,;) an Hunde im Harn die 
gesamte Reihe der durch w-Oxydation und nachfolgende $-Oxydation 
entstandenen DS, wenn auch teilweise nur in Spuren, vorkommen?. Da 
die Methodik bisher nur kurz erwaihnt wurde, soll im folgenden ausfiihr- 
lich dariiber berichtet werden. 


Bei Beginn unserer Untersuchungen lagen bereits eine Reihe von Veriffent- 
lichungen tiber die PCG organischer Sauren vor*-1%, doch beschranken sich diese 


1K. Thomas u. H. Kalbe, diese Z. 298, 239 [1953]. 

2 G. Weitzel, H. Schén u. H. Kalbe, diese Z. 295, 173 [1953]. 

3 J.W.H. Lugg u. B.T. Overell, a) Nature [London] 160, 87 [1947]; 
b) Austral. J. Sci. Res., Ser. A 1, 98 [1948]. 

4 K. Fink u. R. M. Fink, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 70, 654 [1949]. 

5 F, Brown u. L. P. Hall, Nature [London] 166, 66 [1950]. 

6 J.B. Stark, A. E. Goodban u. H.S. Owens, Analytic. Chem. 23, 413 
[1951]. 

7 R. E. Hiscox u. N. J. Berridge, Nature [London] 166, 522 [1950]. 

8 F. Brown, a) Biochem. J. 47, 598 [1950]; b) Nature [London] 167, 441 
[1951]. 

] . 
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sowie spater verdffentlichte Arbeiten!4—1® soweit DS untersucht wurden, im wesent- 
lichen auf die Trennung von Mischungen der niederen wasserléslichen DS. Die dort 
angegebenen Lésungsmittelgemische (fortan LMG) waren daher nicht oder nur 
teilweise fiir unsere Zwecke brauchbar. Erst nach Beendigung unserer Versuche 
erschien eine Mitteilung von Isherwood und Hanes? iiber die papierchroma. 
tographische (fortan PC-graphische) Trennung aliphatischer DS von C,—C,,. 
Den friiheren Arbeiten konnten jedoch einige fiir die PCG organischer Sauren all. 
gemein giiltige Prinzipien entnommen werden, die wichtige Hinweise fiir die Aus. 
wah] und Zusammensetzung geeigneter Lésungsmittelkombinationen zur Trennung 
der aliphatischen DS von C,—C,, gaben. 
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Bei der Verteilung einer organischen Siure zwischen einem organi- 
schen Lésungsmittel und Wasser ist der Verteilungskoeffizient wegen 
der Fahigkeit der Séure zur Dimerisierung und Dissoziation in Ionen 
konzentrationsabhingig. Da bei der PCG Verteilungsvorgiinge eine 
wesentliche Rolle spielen, miissen diese Eigenschaften beim Zusammen.- 
stellen der LMG besonders beriicksichtigt werden, andernfalls werden 
an Stelle scharf begrenzter Flecken diffuse Streifen oder Flecke mit 
Schwanzen erhalten. Um diese Unzulinglichkeiten zu beheben, wurden 
bisher drei Methoden angegeben: 


1. Zugabe einer Saure zum LMG. Die zu untersuchenden Sauren dimeri- 
sieren sich dann nicht mehr mit sich selbst, sondern mit der im UberschuB zuge- 
setzten Saéure. Diese muB eine groBe Dissoziationskonstante besitzen und in aus- 
reichender Konzentration im LMG enthalten sein, um die Dissoziation der zu 
trennenden Sauren vollstandig zuriickzudringen. Damit die Saure leicht von den 
entwickelten Papierchromatogrammen (fortan PC-gramm) entfernt werden kann, 
muB die Saure leicht fliichtig sein. Ameisensiure*s ® % 11, 13a, 14) 16) 17) 19 erfiillt 
neben Essigséure* 159 17) 18 am besten die genannten Bedingungen. 

2. Zugabe einer Base zum LMG. Da die Dimerisierung organischer 
Sauren auf Briickenbindungen des Carboxylwasserstoffs zuriickzufiihren ist, kann 
sie ausgeschaltet werden, indem die Saure durch Zugabe einer Base zum LMG in 
das Anion iibergefiihrt wird. Dabei mu8 das Dissoziationsgleichgewicht samtlicher 
zu trennender Sauren vollstaéndig zugunsten der Anionen verschoben werden. Aus 
dem oben genannten Grund muB die Base auBerdem leicht fliichtig sein. Neben 
Ammoniak®» 7 8) 12) 18by 16, 17, 20 wurden einige organische Basen wie Athylamin” 1 
Diathylamin’’, Cyclohexylamin’, Morpholin’? und Pyridin! vorgeschlagen. Pyri- 


® F. Bryant u. B.T. Overell, a) Nature [London] 167, 361 [1951]; b) 
ebenda 168, 167 [1951]. 

10 A.C. Hulme u. T. Swain, Nature [London] 168, 254 [1951]. 

uJ. Opienska-Blauth u. O. Saklawska-Szymonova u. M. Kanski, 
Nature [London] 168, 511 [1951]. 

2 A.G. Long, J. R. Quayle u. R. J. Stedman, J. chem. Soc. [London] 
1951, 2197. 

13 R. J. Cheftel, R. Munier u. M. Macheboeuf, a) Bull. Soc. Chim. biol. 
33, 840 [1951]; b) ebenda 34, 380 [1952]. 

44 L.M. Buch, R. Montgomery u. W.L. Porter, Analytic. Chem. 24, 
489 [1952]. 

15 F, W. Denison, jr. u. E. F. Phares, Analytic. Chem. 24, 1628 [1952]. 

16 B. T. Overell, Austral. J. Sci. 15, 28 [1952]. 

7 A,R. Jones, E. J. Dowling u. W. J. Skraba, Analytic. Chem. 25, 394 
[1953]. 
18 J. E. Loffler u. E. R. Reichl, Mikrochim. Acta 1953, 79. 
19 F. Bryant u. B. T. Overell, Biochim. biophysica Acta 10, 471 [1953]. 
20 a) F. A. Isherwood u. C. 8S. Hanes, Biochem. J. 55, 826 [1953], b) s.S. 23 





yon 
Wass 
Citro 
Atha 
begre 


Ersa' 
funk 
rung 
Fin] 
Mon 
arbei 
Hyd: 
auf ¢ 
die F 
gelin 
niert 


woh 
suck 


DS 


Sau 








Bd. 297 (1954) Papierchromatographie aliphatischer Dicarbonsaiuren 21 


din und Ammoniak sind jedoch nicht allgemein anwendbar. Nach den Angaben 
von Long, Quayle und Stedman’? wurden im LMG: 95-proz. Athanol- 
Wasser-Pyridin 80: 8:12 (v/v/v) bei starken mehrbasischen Saéuren wie Oxal-, 
Citronen- und Weinsaure nur diffuse Streifen erhalten, wihrend im LMG: 95-proz. 
Athanol-Wasser-konz. Ammoniaklésung 80: 16: 4 (v/v/v) Oxalsaure keinen scharf 
begrenzten Fleck gab. 

3. Uberfiihrung der Saure in ein zur PCG geeignetes Derivat. Der 
Ersatz des Carboxylwasserstoffs oder des Carboxylhydroxyls durch eine andere 
funktionelle Gruppe ist zwar theoretisch die wirksamste Methode, um Dimerisie- 
rung und Dissoziation vollstandig auszuschlieBen, ist jedoch etwas umstandlich. 
Fink und Fink‘ erhielten auBerdem im Falle der Hydroxamsauren nur bei den 
Mono-2!, nicht aber bei den Dicarbonsaiuren einwandfreie PC-gramme. Inzwischen 
arbeiteten Inoue und Noda” ein Verfahren zur PC-graphischen Trennung der 
Hydroxamsaurederivate von aliphatischen Monocarbonsauren”*a—¢ aus, das auch 
auf Oxy- und Polycarbonsiuren®?d—f anwendbar ist. Satake und Seki” trennten 
die Hydrazide der aliphatischen Monocarbonsauren von C,—C,. Nach Boldingh*4 
gelingt die Trennung der Ester héherer Fettsiuren auf mit Gummilatex imprag- 
niertem Papier. 

Wir chromatographierten die freien Saiuren und benutzten dazu so- 
wohl saure als auch basische LMG. Von der groBen Zahl der bisher unter- 
suchten LMG gaben 7 gute Trennungen der normalen und verzweigten 


DS von Co—Cjp. 


Saure Lésungsmittelsysteme 
A: Xylol-Phenol-85-proz. Ameisensaure 5: 5: 2 (g/g/v) 
B: Xylol-Phenol-85-proz. Ameisensaure 7 : 3: 1 (g/g/v) 
C: Isoamylformiat-Wasser-98/100-proz. Ameisensaure 11: 1 : 2 (v/v/v) 
D: n-Amylformiat-Wasser-98/100-proz. Ameisensiure 7 : 1 : 2 (v/v/v) 


Basische Lésungsmittelsysteme 
E: Isopropanol-Ammoniumcarbonat-Pufferlésung* 3: 1 (v/v) 
F: n-Propanol-Ammoniumcarbonat-Pufferlésung* 3: 1 (v/v) 
G: Tetrahydrofuran-3,00-n. Ammoniak 4: 1 (v/v) 


* 1,50-n. Ammoniumcarbonat in 3,00-n. Ammoniak. 


Saure Lésungsmittelsysteme : 


Stark, Goodban und Owens*, denen erstmalig die PC-graphische 
Trennung der DS von C,—C, gelang, geben sieben geeignete LMG an, 
die simtlich 1—2 Vol.-% 90-proz. Ameisensiure enthalten, u. a. auch 
zwei Phenol-Wasser-Gemische. Wir fanden zwar, daB das LMG: o-Kre- 
sol-Wasser-85-proz. Ameisensiiure 18: 2:1 (g/g/v) bessere Trennungen 
der niederen DS von C,—C, gibt als die Phenol-Wasser-Gemische, doch 
laufen diese LMG sehr langsam (Phenol : 50—53 Stdn., o-Kresol: 72 bis 
77 Stdn.) und sind unangenehm zu handhaben. Ersetzt man jedoch das 


21 A. R. Thompson, Austral. J. Sci. Res. Ser. B 4, 180 [1951]. 

22 Y. Inoue u. M. Noda, a) J. agric. chem. Soc. Japan 23, 294 [1950]; ref. 
C.A. 45, 8449f. [1951]; b) ebenda 23, 368 [1950]; c) ebenda 24, 291., d) ebenda 295 
[1951]; e) ebenda 25, 161; f) ebenda 491 [1952]; ref. C. A. 46, 6408a—g [1952]. 

23 K. Satake u. T.Seki, J. Japan Chem. 4, 557 [1950]; ref. C. A. 45, 4604f. 
[1951]. 

24 J. Boldingh, Rec. Trav. chim. Pays-Bas 69, 247 [1950]. 
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Wasser durch Xylol, so erhélt man Lésungsmittelkombinationen, die 
schneller laufen und eine ausgezeichnete Trennwirkung auch fiir die 
hdéheren DS haben. Ein weiterer Vorteil ist die Méglichkeit, das LMG 
der jeweils beabsichtigten Trennung anzupassen. Wahrend sich bei hoher 
Phenol-Konzentration (LMG : A) bevorzugt die niederen DS gut trennen 
lassen, werden bei hoher Xylol-Konzentration (LMG: B) bevorzugt die 
mittleren und hdheren DS getrennt. Toluol an Stelle von Xylol gibt 
schlechtere Ergebnisse. o-Kresol kann begrenzt an Stelle von Phenol 
verwendet werden. Mit einer Mischung von Xylol-o-Kresol-85-proz. 
Ameisensiure 6:4: 1 (g/g/v) werden nahezu die gleichen Rp-Werte er. 
halten wie mit dem LMG B. Bei héherer Xylol-Konzentration geben die 
o-Kresol enthaltenden Mischungen allerdings nur Streifen an Stelle 
scharf begrenzter Flecke. 

In Anlehnung an Lugg und Overell® wurden von Buch, Mont. 
gomery und Porter! Pentanol-(1)-5-m. Ameisenséure 1:1 (v/v) und 
von Jones, Dowling und Skraba?? 2-Athyl-butanol-(1)-5-m. Ameisen- 
sdure 2: 3 (v/v) als LMG fiir die PCG organischer Saiuren vorgeschlagen. 
Wir stellten fest, daB sich der teure n-Amylalkohol durch den billigen 
und leichter zuginglichen Isoamylalkohol ersetzen 1aBt und trennten mit 
dem LMG: Isoamylalkohol-5-m. Ameisensiure 2:1 (v/v) die aus Harn 
isolierten isomeren Sauren Methyl-malon- und Bernsteinsiure?. Alle 
diese Lésungsmittelkombinationen haben jedoch den Nachteil, daB die 
Ameisenséure-Konzentration durch Veresterung laufend abnimmt. Un- 
abhaingig davon, ob man chromatographiert, bevor oder nachdem sich 
das Estergleichgewicht eingestellt hat, ist die Ameisensiéure-Konzentra- 
tion zu klein, um die Dissoziation der stirkeren DS (Oxal-, Malein., 
Wein- und Citronensaure u. a.) vollstaéndig zuriickzudraéngen. Man erhiilt 
dementsprechend bei diesen Séiuren Flecke mit Schwanzen und im Falle 
der Oxalsiure nur einen diffusen Streifen (vergl. dazu). Es lag nahe, 
diese Schwierigkeit durch Zugabe eines Uberschusses tiber die dem Iso- 
amylalkohol aquivalente Menge an Ameisensiure zu beheben. Da die 
Einstellung des Estergleichgewichts jedoch mehrere Tage dauert, und 
bei der Riickgewinnung des Lésungsmittels dasselbe vorwiegend als 
Ester vorliegt, verwandten wir von vornherein Isoamylformiat als Lé- 
sungsmittelkomponente im Gemisch mit Wasser und Ameisensiure. Iso- 
amylformiat kann durch n-Amyl-(1)-, weniger gut durch n-Hexyl-(1)- 
formiat ersetzt werden. 2-Athyl-hexyl-(1)-formiat gibt auch bei hoher 
Ameisensaure-Konzentration langgezogene Flecke besonders der héheren 
DS, was offenbar auf deren geringe Léslichkeit im LMG zuriickzufihren 
ist. Um gut reproduzierbare Rg-Werte (s.u.S.26) zu erhalten, benutzten 
wir die LMG erst, nachdem sich das Estergleichgewicht eingestellt hatte. 
Die Zusammensetzung des LMG D konnte so gewahlt werden, daB es nach 
der Gleichgewichtseinstellung einphasig ist. Bei einer Anderung der 
Isoamyl- bzw. n-Amyl-formiat-Konzentration von 7 auf 11 Vol.-Teile 
bleiben die Rs-Werte nahezu konstant. 
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Basische Lésungsmittelsysteme 


Nach Brown und Hall5 ist n-Butanol, mit 1,5-n. oder 3,0-n. Am- 
moniaklésung gesattigt, zwar fiir die Trennung der Alkali- oder Ammo- 
niumsalze der Monocarbonsiuren von C,—C, gut geeignet, jedoch blei- 
ben die Salze der Oxal-, Malon- und Adipinsiure am Startpunkt zuriick. 
Hanes und Isherwood? teilten 1949 kurz mit, daB sie mit n-Pro- 
panol-Ammoniak-Wasser-Mischungen sehr saubere Trennungen von Di- 
carbonsiuren sowie Fett-, Oxy- und Tricarbonsiuren erhalten haben. 
Die ausfihrliche Arbeit ist kiirzlich erschienen?. Von Long, Quayle 
und Stedman? wurden mehrere basische LMG fiir die PC-graphische 
Analyse von Gemischen aliphatischer sowie aromatischer Mono- und 
Polycarbonséuren angegeben. Die Autoren untersuchten die Alkohole: 
Athanol, tert. Butanol und n-Butanol im Gemisch mit den waBrigen 
Lisungen von Ammoniak und einigen organischen Basen (s. S. 20). 
Wahrend sich die Rs-Werte beim Ubergang von Athanol zu héheren 
Alkoholen erniedrigen, geben die untersuchten organischen Basen héhere 
Rs-Werte als Ammoniak. Cheftel, Munier und Macheboeuf?* be- 
nutzten ebenfalls Gemische von Athanol sowie Isopropanol und Aceton 
mit waBrigem Ammoniak fiir die Trennung nicht-fliichtiger aliphatischer 
Siuren. Wegen der teilweise geringen Rg-Wertunterschiede laBt sich die 
homologe Reihe der DS jedoch mit dem, von Long und Mitarbb. und 
den von Brown** angegebenen ammoniakalischen Athanol-Wasser- 
Gemischen sowie mit den von Cheftel und Mitarbb. vorgeschlagenen 
LMG nur unvollsténdig trennen. Es wiirde sich daher empfehlen, mit 
diesen LMG im Durchlaufchromatogramm zu arbeiten. Wir untersuch- 
ten die Alkohole: Athanol, Isopropanol, n-Propanol und ¢ert. Butanol 
im Gemisch mit wa8rigem Ammoniak und fanden, daB n- sowie Iso- 
propanol zur Trennung der DS von C,—C,, unter besonderer Beriick- 
sichtigung der héheren DS am besten geeignet sind. Unabhiangig von der 
Ammoniak-Konzentration, Sorte und Vorbehandlung des Papiers wur- 
den jedoch mehr oder weniger unscharfe Flecke erhalten. Oxalsiure gab 
nur einen diffusen Streifen. Fewster und Hall erzielten bei der PCG 
einiger aromatischer Saiuren mit Ammoniak oder organischen Basen 
allein ebenfalls unbefriedigende Ergebnisse. Sie beobachteten jedoch 
kleine Flecke ohne Schwinze, wenn sie dem Lésungsmittel (n-Buta- 
nol) eine Ammoniak-Ammoniumcarbonat-Lésung, 1,5-normal beziig- 
lich jeder Komponente, zusetzten. Auf diese Weise konnten die Autoren 
auch die Flecke der DNP-Hydrazone von Ketoséuren und der DS von 
Oxal- bis Korksiure begrenzen. Ein geeignetes LMG zur Trennung der 
letzteren wurde allerdings nicht angegeben. Die Ammoniumcarbonat- 
Pufferlésung hat sich auch bei unseren Versuchen als Lésungsmittel- 
komponente gut bewahrt. Es wurden damit nicht nur scharf begrenzte 


20b C. S. Hanes u. F. A. Isherwood, Nature [London] 164, 1107 [1949]. 
23 M. E. Fewster u. D. A. Hall, Nature [London] 168, 78 [1951]. 
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Flecke erhalten, sondern es wurde auch die Trennwirkung wesentlich 
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gesteigert, wie Tab. 1 fiir n-Propanol zeigt. 
Eine Untersuchung des Einflusses der Ammoniak- und Ammonium. 
carbonat-Konzentration auf die Trennwirkung des LMG ergab abwei- 


Tab. 1. Beeinflussung der Trennwirkung ammoniakalischer Lésungsmittelgemische 
durch Zusatz von Ammoniumcarbonat. 

















% Rs 
Saure Lésungsmittelgemisch 
F (ohne) | F (mit) 
ETL Ae Soe ss ek Se eee 9,0 0,0 
Sa eee ee 19,5 6,5 
SUMNNNS 150) vant bu wh iouieiighr octet S 26,5 12,0 
EEC 31,5 16,5 
i lel he Miki hla ae 39,0 23,5 
MEER EP ete ee ee 49,5 : 35,0 
EMER RET GaIGT 5 ew “oh SR 64,0 51,5 
CNN 865 GS Sse ie we. SO RP 81,0 73,5 
CSS SSS ee eee 100,0 100,0 
Dekamethylendicarbon- ..... . 133,5 144,5 
Laufzeit (Stdn.) ......... 50 75 
MRROREOUEE ors) Gics Gg sow 3. S 18,6—18,4° 18,3—17,6° 
Sebacinsaéurefront (em) ...... 22,5—25,7 24,5—30,0 
F (ohne): n-Propanol — 3,00-n. Ammoniak 3:1 (v/v). 
F (mit): n-Propanol — Ammoniumcarbonatpuffer 3:1 (v/v) (1,50-n. Ammoniumcarbonat 


in 3,00-n, Ammoniak). 


Papier: Schleicher & Schiill Nr. 2043b, mit Salz- und FluBsiure gewaschen; je 2 Streifen 


29x60cm; parallel zur Maschinenrichtung. 


Tab. 2. Einflu8 der Ammoniak- und Ammoniumcarbonat-Konzentration der 
Pufferlésung auf die Trennwirkung von Isopropanol. 

















% Rs 
Sa Ammoniak: 3,00-n. ‘| Ammoniak: 1,50-n. 
aure , 
Ammoniumcarbonat 
1,50-n. | 0,75-n. | 1,50-n. | 0,75-n. 
Se ee ee 0,0 0,0 0,0 0,0 
DENSE ESKo cK Sha) we 10,0 15,0 16,0 16,5 
Bernstein- ...... 17,0 24,0 26,0 25,5 
RR Se ig ck 23,0 30,0 30,5 32,5 
ce) STR a ae 29,0 37,5 39,5 39,0 
5 41,5 49,5 48,5 50,5 
(2 ee ee ee 57,5 65,0 65,5 65,0 
PINON oid! Sore 78,5 83,5 81,0 83,0 
Sepacm-.....«% 8 100,0 100,0 100,0 100,0 
Dekamethylendicarbon- 130,5 122,0 121,0 123,0 
Temperatur ..... 13,5—13,6° 14,3—14,6° 





LMG: Isopropanol — Ammoniumcarbonatpuffer 3:1 (v/v). 
Papier: Schleicher & Schiill Nr. 2043b, mit Salz- und FluSsiiure gewaschen; je 2 Streifen 


9x51 cm; parallel zur Maschinenrichtung. 
Laufzeit: 48 Stdn. 
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chend von Fewster und Hall* als giinstigste Konzentration fiir Ammo- 
niak: 3,00-n., fiir Ammoniumcarbonat: 1,50-n. (Tab. 2). Eine Erhohung 
der Ammoniumcarbonat-Konzentration auf 3,00-n. fiihrt nur zu einer 
geringfiigigen Steigerung der Trennwirkung. Andererseits wird das 
iiberschiiss. Ammoniumcarbonat beim Mischen der Lésungsmittelkom- 
ponenten ausgefallt. 

Wie zu erwarten war, nehmen die Rg-Werte mit steigender C-Atom- 
zahl des Alkohols ab und in dem MaBe, in dem die Flecke der niederen 
DS auf dem PC-gramm zusammenriicken, werden die héheren besser 
getrennt (Tab. 3, Spalte 1—3). Isopropanol gibt etwas hdhere Rs- 
Werte und weniger gute Trennungen der héheren DS als n-Propanol. 
Mit tert. Butanol-Ammoniumcarbonatpuffer 3:1 (v/v) wandern die DS 
bis C,, auch bei Durchlaufchromatogrammen bis zu 200 Stdn. nur 
wenige cm und werden dementsprechend nicht getrennt. Doch ist zu 
erwarten, daB sich die DS oberhalb von C,,, die uns leider nicht zur Ver- 
fiigung standen, mit diesem LMG oder n-Butanol, gesattigt mit Ammo- 
niumcarbonat-Pufferlésung, gut trennen lassen werden. Zunehmender 
Gehalt des LMG an Pufferlésung bewirkt eine Zunahme der Rg-Werte 
und eine Abnahme der Trennwirkung (Tab. 3, Spalte 1 und 4). Gute 
Ergebnisse wurden auch mit Glykolmonoathylither erhalten (Tab. 3, 
Spalte 5). Da dieses Lésungsmittel jedoch gegeniiber den Propanolen 


Tab. 3. Abhangigkeit der Rg-Werte von der Zahl der C-Atome 
und der Konstitution des Alkohols. 


























% Rs 
” Lésungsmittelgemisch 
Shure a) C, iso-C', n-C Cy Cc) 
b) 3:1 | 3:1 3:1 5:1 4:1 
UC ne 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
Malon- .... 17,0 9,5 6,5 10,0 6,0 
Bernstein... . 32,5 17,0 12,0 24,0 14,5 
Glutar-..... 42,5 23,0 16,5 33,5 22,0 
Adipine . 2... 53,0 30,0 23,5 44,0 30,5 
Pimelin-. . . . . 65,5 41,5 35,0 57,0 43,5 
Xt re 77,5 58,0 51,5 73,0 59,5 
Azelain-. .... 89,5 78,0 73,5 87,5 79,0 
Sebacin- .... 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 
Dekamethylen- 
dicarbon- .. . 114,0 133,5 144,5 118,0 135,0 
Laufzeit (Stdn.) . 30 54 75 29 72 
Temperatur . . . | 17,6—17,4° 18,4—18,8% 18,3—17,6| 17,6—17,4°| 17,3—16,6° 
Sebacinsaure- 
Front (em) . . | 34,6—38,2 | 24,5—28,2 | 24,5—30,0 | 30,1—33,9 | 26,3—29,7 


a) Zahl der C-Atome und Konstitution des Alkohols. 

b) Verhiltnis: Alkohol — Ammoniumcarbonatpuffer; 1,50-n. Ammoniumcarbonat in 3,00-n. 
Ammoniak. 

ce) Glykolmonoithylather. 

Papier: Schleicher & Schill 2043b, mit Salz- und FluBsiure gewaschen; je zwei Streifen 
29 x 60cm; parallel zur Maschinenrichtung. 
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keinerlei Vorteile bietet, wurde bei den Routineuntersuchungen nur mit 
den letzteren gearbeitet. Bei Tetrahydrofuran im Gemisch mit Ammo. 
niumearbonatpuffer wandern die DS unabhingig vom Mischungsver. 
haltnis nur wenige Millimeter. Dagegen lassen sich die DS gut trennen, 
wenn man 3,00-n. Ammoniak verwendet (LMG: G). 


Methode 
Da die Ry-Werte und die Differenzen der Ry-Werte der uniter. 
suchten DS in den LMG B und E-G teilweise sehr klein waren, wurde 
zur besseren Trennung im Durchlaufchromatogramm gearbeitet. Als 
Vergleichssubstanz wurde Sebacinsiure gewahlt, da diese von den 
leicht zuginglichen DS die gréBten Ry-Werte gibt. 


Laufstrecke Substanz _ Ry Substanz 
Laufstrecke Sebacinsaure § Rr Sebacinsaure 





Rs = 


Wie bereits mehrfach in der Literatur erwihnt ®* 14 17, 2°, zeigen die auf 
eine Vergleichssubstanz X bezogenen Rx-Werte eine bessere Konstanz 
als die Ry-Werte. Daher wurde dieses Auswertungsverfahren auch bei 
solchen LMG angewandt, bei denen eine Bestimmung der Ry-Werte 
moglich war. Bei den Séuren mit Rs-Werten iiber 1,00 fanden wir 
jedoch bei Durchlaufchromatogrammen eine Abhangigkeit der Rs- 
Werte von der absoluten Laufstrecke der Saure, wihrend Sauren mit 
Rs-Werten unter 1,00 von der absoluten Laufstrecke praktisch unab- 
hangige Rs-Werte geben. Die Rs-Werte iiber 1,00 nehmen mit zuneh- 
mender Laufstrecke ab, und zwar umso stirker je héher die Rs-Werte 
sind, d.h. die Saéuren laufen im unteren Teil des Bogens langsamer als 
im oberen Teil, was zu einer Stauung der Flecken im unteren Teil des 
Chromatogramms fihrt. Ursache diirfte die Tropfenbildung sein, die 
eine Verlangsamung der Wanderungsgeschwindigkeit des Lésungs- 
mittels im unteren Teil des Bogens bewirkt. Wir haben daher die Rs- 
Werte der Saéuren, die Rg-Werte iiber 1,00 geben, mittels normaler ab- 
steigender PC-gramme bestimmt. 


Nachweis der Siuren 


Zum Sichtbarmachen organischer Saiuren auf PC-grammen dienten 
bisher, von wenigen Ausnahmen abgesehen, p,-Indikatoren. Unabhiangig 
davon, ob mit sauren oder basischen LMG chromatographiert wurde, 
benutzten die meisten Autoren schwach saure bis schwach alkalische 
Lésungen von Bromphenolblau *: ® 1° 1; 13, 14, 17,31, © Bromkresol- 
griin% 5-9, 13, 15, 17, 19 Chlorphenolrot ® 17, Bromkresolpurpur ® 17 26 oder 
Bromthymolblau® *: "4, Die Saureflecken erscheinen dabei gelb auf 
blauem bzw. rotem Grund. Da die Empfindlichkeit aller dieser Indika- 
torlésungen im Verhiltnis zu den beim Nachweis von Aminosduren, 
Zuckern und anderen Substanzen benutzten gering ist — die Erfassungs- 


26 R. L. Reid u. M. Lederer, Biochem. J. 50, 60 [1951]. 
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grenze liegt bei etwa 5 y Sdéure — und vor allem die Flecke nach kurzer 
Zeit ausbleichen, hat es nicht an Versuchen gefehlt, empfindlichere 
Sprithreagenzien zu entwickeln, die auBerdem bestaindige Farbungen 
eben. 

. Long und Mitarbb. priiften mehrere Reagenzien (Ninhydrin- 
Ascorbinséure und Jodid-Jodat-Stairke u.a.) auf ihre Brauchbarkeit 
zum Nachweis der Ammoniumsalze organischer Siuren. Sie erhielten 
zwar Flecke mit bestindiger Farbung, doch wurde die Empfindlichkeit 
durch eine zu intensive Farbung des Untergrundes erheblich herabge- 
setzt. Wir konnten diese Angaben fiir das Ninhydrin-Reagens von Moore 
und Stein?’ bestiatigen. Die Autoren verwandten daher ebenfalls eine 
Indikatorlésung (B.D.H. Universal Indikator, py 9—10) fiir den allge- 
meinen Saéurenachweis und nur zum Nachweis bestimmter Sauren Spe- 
zialreagenzien. Buch und Mitarbb.* schlugen mehrere Spriihreagenzien 
vor, um zwischen Sauren mit gleichem Ry-Wert unterscheiden zu k6n- 
nen. Davon ist ammoniakalische Silbernitrat-Lésung allgemein brauch- 
bar, doch fehlen Angaben iiber die Empfindlichkeit (vergl. dazu 1. c.%*). 
Schlégl und Siegel?8-®° benutzten die py-Abhangigkeit der Fluores- 
cenz einer Umbelliferon- oder 4-Methyl-umbelliferon-Lésung zum Saure- 
nachweis. Im UV-Licht kénnen 20 y als schwarze Flecke auf hellblau 
fluorescierendem Grund noch sicher nachgewiesen werden. 

Wiahrend bei allen bisherigen Nachweismethoden nach Chromato- 
graphieren mit einem sauren Lésungsmittelgemisch die zugesetzte 
Saiure sorgfaltig vor dem Bespriihen vom Papier entfernt werden muB, 
genigt bei dem von Léffler und Reichl’ entwickelten Silbernitrat- 
Phenol-Reagens kurzes Trocknen. AuBerdem iibertrifft es die bisherigen 
Nachweismethoden an Empfindlichkeit (Erfassungsgrenze fiir Citronen- 
siure 1,2 y). Abgesehen von der etwas umstindlichen Handhabung — 
es muB mit zwei verschiedenen Lésungen bespriiht und zwischendurch 
eine genau einzuhaltende Zeit getrocknet werden — wird die Anwen- 
dungsmoglichkeit des Reagens jedoch dadurch wesentlich eingeschrankt, 
daB keine LMG verwendet werden diirfen, die Silbernitrat reduzieren. 
Das trifft aber fiir die tiberwiegende Zahl der fiir die PCG organischer 
Siiuren vorgeschlagenen LMG zu, die Ameisensaure enthalten. 


Bei einer Priifung der in der Literatur beschriebenen Indikator- 
lésungen auf ihre Brauchbarkeit zum Sichtbarmachen der DS auf PC- 
grammen fanden wir, daB die meisten wegen der zu geringen Aciditiat 
der DS mit mehr als 6-C-Atomen viel zu unempfindlich sind. Dies be- 
stitigen auch Buch und Mitarbb.4 fiir Bromphenolblau (0,04-proz. 
alkohol. Lésg., pq 6,7). Im Gegensatz dazu ist das Bromphenolblau- 


27S. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 176, 367 [1948]. 

28 K. Schlégl u. A. Siegel, Mikrochem. verein, Mikrochim. Acta 40, 202 
[1953]. 

29 K. Schlégl, A. Siegel u. F. Wessely, diese Z. 291, 265 [1952]. 

30 A, Siegel u. K. Schlégl, Mikrochem. verein. Mikrochim. Acta 40, 383 
[1953]. 
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Reagens von Kennedy und Barker* (50mg Bromphenolblau und 
200 mg Citronensaure in 100 ml Wasser) zwar gut fiir den Nachweis der 
Ammoniumsalze der schwachen DS geeignet, fiir die stirkeren DS aber 
wegen der geringen Pufferkapazitit ihrer Ammoniumsalze zu wenig 
empfindlich. Auch Versuche mit einer Reihe weiterer Reagenzien er- 
gaben keine brauchbare Nachweismethode. Die relativ besten Ergeb. 
nisse wurden mit dem Methylrot-Reagens von Fewster und Hall 
erzielt (0,1-proz. alkohol. Methylrot-Lésung-m/15-Phosphatpuffer py 7,0; 
1:1 (v/v)). Infolge der zu hohen Konzentration der Pufferlésung wird 
jedoch die Randzone der Saureflecke neutralisiert. Es werden zwar auf 
diese Weise sehr kleine Flecke erhalten, doch sind kleine Siuremengen 
nicht mehr nachweisbar. Ebenso setzt der Alkohol die Empfindlichkeit 
wesentlich herab. Wegen der erheblichen Fliichtigkeit des Alkohols mu8 
eine gréBere Menge der Reagenslésung aufgespriiht werden, um das 
Chromatogramm gleichmaéBig zu durchfeuchten. 


Wir untersuchten nun systematisch folgende Einfliisse: 1. Puffer- 
substanz, 2. Konzentration der Pufferlésung, 3. pq der Pufferlésung, 
4. Konzentration des Indikators, und fanden in einer 0,03-proz. Methy]- 
rot-Lésung in 0,05-m. Boratpuffer pq 8,0, ein auBerordentlich empfind- 
liches Sdéurereagens fiir die PCG. Es kann sowohl nach dem Entwickeln 
der Chromatogramme mit sauren als auch mit basischen LMG verwendet 
werden, webei die Sauren als rote Flecke auf gelbem Grund erscheinen. 
Da dunkle Flecke auf hellem Grund wesentlich besser erkennbar sind 
als helle Flecke auf dunklem Grund, ist Methylrot damit auBer dem 
giinstigen Umschlagsbereich, py 4,2—6,3, den bisher benutzten pg-Indi- 
katoren tiberlegen, deren Grenzfarben im sauren Bereich heller als im 
alkalischen sind. Wahrend bei diesen die Flecken infolge des CO,-Ge- 
haltes der Luft nach kurzer Zeit ausbleichen und spiter ganz verschwin- 
den, farbt sich zwar der Untergrund der Chromatogramme etwa 10 Min. 
nach dem Bespriihen mit dem Methylrot-Reagens rosarot, doch sind die 
Sauren auf der Vorderseite der Chromatogramme als braunliche Flecke, 
auf der Riickseite als weiBe Flecke auf rosarotem Grund auch nach 
Jahren noch sichtbar, wenn die Saure nicht nur in Spuren vorhanden 
war. AuBerdem kénnen die Flecke durch vorsichtiges Rauchern mit 
Ammoniak erneut rot auf gelbem Grund sichtbar gemacht werden. Auf 
diese Weise ist es méglich, bei langen Flecken zu entscheiden, ob es sich 
um eine einheitliche Substanz oder um zwei Substanzen mit geringen 
Rs-Wert-Unterschieden handelt (vergl. dazu |. c.** 3°), AuBer den bis- 
her untersuchten Sauren (s. Tab. 6) kénnen auch Fettséuren bis zu 
einer Kettenlange von 11 C-Atomen einwandfrei mit dem neuen Rea- 
gens auf PC-grammen nachgewiesen werden. Die Erfassungsgrenze liegt 
fiir die normalen DS nach dem Chromatographieren a) mit den basischen 
LMG E.G bei 1—2 y, b) mit den sauren LMG A-D bei 2—3 y mit Aus- 
nahme von Oxalsiure (5—10 y). Die geringe Empfindlichkeit bei Oxal- 


31 E. P. Kennedy u. H. A. Barker, Analytic. Chem. 28, 1033 [1951]. 
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siure ist darauf zuriickzufiihren, daB der Fleck nicht scharf genug be- 
grenzt ist, d. h. die Saurekonzentration pro Flicheneinheit ist bei Oxal- 
siure geringer als bei den anderen DS. 

Um bei den mit sauren LMG entwickelten PC-grammen die Emp- 
findlichkeit des Indikators voll auszunutzen, miissen die getrockneten 
Chromatogramme zur Entfernung noch anhaftender Ameisensiure mit 
Wasserdampf behandelt werden, da diese auch durch langes Erhitzen 
auf 110° nicht vollstandig vertrieben werden kann. Auf diesen Chro- 
matogrammen lassen sich Oxal-, Malon- und Methyl-malonsiaure bereits 
ohne Reagens unter der UV-Lampe als helle Flecke auf dunkelblauem 
Grund gut erkennen. In héheren Konzentrationen sind alle bisher unter- 
suchten DS, wenn auch wesentlich schwicher, im UV-Licht sichtbar, 
was bei der priparativen Isolierung zur Bestimmung der Zonen ausge- 
nutzt werden kann» 2. 

Auf den mit basischen LMG entwickelten Chromatogrammen sind 
simtliche DS als helle Flecke im UV-Licht sichtbar, wenn die bei 40° 
getrockneten Chromatogramme zur Zerstérung des Ammoniumcarbo- 
nats sowie der Ammoniumsalze der DS 10 Min. auf 150° erhitzt werden. 


Papier 


Um gute Trennungen und kleine Flecke zu erhalten, wurde die Papiersorte 
entsprechend der Laufgeschwindigkeit des LMG gewahlt, und zwar bei schnell 
laufendem LMG langsam laufendes Papier und umgekehrt (s. Tab. 4). Es empfiehlt 
sich, das LMG senkrecht zur Maschinen- bzw. Faserrichtung des Papiers laufen zu 
lassen. Parallel zur Maschinenrichtung laufen die Chromatogramme bei manchen 
Papierchargen infolge von UngleichmaBigkeiten im Papier stets schief, waihrend 
sich senkrecht zur Faserrichtung diese UngleichmaBigkeiten ausgleichen und stets 
gerade Liésungsmittelfronten erhalten werden. AuBerdem zeigen die Rg-Werte 
senkrecht zur Faserrichtung eine bessere Konstanz sowohl auf dem gleichen Bogen 
als auch auf Bogen verschiedener Versuche. Weiterhin werden kiirzere und rundere 
Flecke und damit bessere Trennungen erhalten. Bei den sauren LMG A—D wurden 
die Rg-Werte aller untersuchten Sauren auf parallel zur Maschinenrichtung ge- 
laufenen PC-grammen ermittelt (s. Tab. 6), doch liegen die Rg-Werte, die spater 
auf senkrecht zur Maschinenrichtung gelaufenen Chromatogrammen bestimmt 
wurden, innerhalb der iiblichen Fehlergrenze von 3 Einheiten. Dagegen sind bei 
den basischen LMG E—G die Rs-Werte der Sauren, die Rg-Werte iiber 1,00 geben, 
auf parallel zur Maschinenrichtung gelaufenem Papier betrachtlich hoher als auf 
senkrecht zur Maschinenrichtung gelaufenem. Trotzdem ist es gerade bei den ba- 
sischen LMG aus den oben genannten Griinden notwendig, die PC-gramme senk- 
recht zur Faserrichtung laufen zu lassen. 

Beim Chromatographieren mit basischen LMG kann das Papier (Schleicher 
& Schiill) nicht ohne Vorbehandlung benutzt werden. Sowohl nach Bespriihen mit 
Bromphenolblau- als auch mit Methylrot-Reagens stéren blau bezw. rot gefarbte 
Zonen offenbar saurer Substanzen des Papiers den Nachweis der Sauren. Ahnliche 
Effekte wurden bei Whatman-Papier beobachtet. Hanes und Isherwood? 
schlagen eine chromatographische Reinigung des Papiers mit 2-n. Essigsiure, dest. 
Wasser und 10-n. Ammoniak vor, Kennedy u. Barker*! eine Wasche mit 1-proz. 
wiBriger Oxalsiure-Liésung. Wir reinigten das Papier zunachst mit 0,l-n. Salz- 
siure und dest. Wasser. Spiter benutzten wir auch mit Salz- und FluBsiure ge- 
waschene Papiere der Fa. Schleicher & Schiill und erhielten Chromatogramme mit 
gleichmaBig gelbem Untergrund ohne stérende Zonen. Die Bogen chromatogra- 
phisch mit dem vorgesehenen basischen LMG zu reinigen, wie dies von Isherwood 
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Tab. 4. 
LMGa) Methode Papier) Laufzeit¢) 
A a) absteigend4) 2043b || und 1 14— 22 Stdn. 
b) absteigend 2045b || und | 40— 46 Stdn. 
a) absteigend4) 2045b || und | 22— 28 Stdn. 
B b) absteigend, Durchlauf- 
chromatogramm®) 2045b || und 1 30— 36 Stdn. 
c) aufsteigend 2043b || und 1 20— 25 Stdn. 
C, D absteigend4) 2045b || und | 22— 25 Stdn, 
a) absteigend4) 2043b, mit 0,1-n.HCl ge- 
waschen, _| 24— 30 Stdn. 
b) absteigend, Durchlauf- 2043b, mit 0,1-n.HCl ge- 
chromatogramm4) waschen, | 36— 48 Stdn. 
EK, F c) absteigend 2043 b, mit Salz- und FluB- 
siure gewaschen, | 24— 30 Stdn. 
d) absteigend, Durchlauf- 2043b, mit Salz- und FluB- 
chromatogramm siure gewaschen, | 72— 84 Stdn. 
a) absteigend4) 2043b, mit 0,1-n.HCl ge- 
waschen, | 7—10 Stdn. 
b) absteigend, Durchlauf- 2043b, mit 0,1-n.HCl ge- 
chromatogramm4) waschen, | 32— 40 Stdn. 
G c) absteigend 2043 b, mit Salz- und FluB- 
siure gewaschen, | 9— 13 Stdn. 


2043b, mit Salz- und 


d) absteigend, Durchlauf- 
FluBsaiure gewaschen, | 90—105 Stdn. 


chromatogramm 





a) Lésungsmittelgemische, siehe oben 8S. 21. 

b) Laufrichtung der Chromatogramme: || bzw. | zur Maschinenrichtung des Papiers. 

c) Temperatur: 16—20°. 

ng Mit diesen Methoden und Papieren wurden die in Tab. 6 angegebenen Rg-Werte er- 
mittelt. 


und Hanes?°a u. a. vorgeschlagen wurde, erwies sich als unzweckmaBig, da beim 
Entwickeln der Chromatogramme erneut saure Substanzen des Papiers in den un- 
teren Teil der Bogen gewaschen wurden. Durch die Siurewasche des Papiers wird 
auBerdem die Empfindlichkeit des Methylrot-Indikators deutlich erhéht. Weiterhin 
laufen die mit Saure gewaschenen Papiere etwa 1,5—2mal schneller als nicht vor- 
behandelte Papiere. Auf den mit 0,l-n. Salzsiure gewaschenen Papieren geben die 


untersuchten Sauren héhere Rr-Werte als auf den von der Fa. Schleicher & Schiill 


mit Salz- und FluBséure gewaschenen Papieren, was bei Durchlaufchromato- 
grammen eine langere Laufzeit der letzteren bedingt (siehe Tab. 4). Dieser Nach- 
teil wird aber dadurch wieder wettgemacht, daB damit etwas bessere Trennungen, 
insbesondere der Saiuren mit Rg-Werten iiber 1,00, erhalten werden (vgl. Tab. 3, 
Spalte 2 und 3 mit Tab. 6, Spalte 5 und 6). 


Temperatur 


Fir Konstanz der Temperatur wurde nicht gesorgt, doch betrugen die Tem- 
peraturschwankungen in dem fiir die PCG benutzten Kellerraum selbst bei Durch- 
laufchromatogrammen, die mehrere Tage liefen, weniger als 1°. Eine Temperatur- 
abhangigkeit der Rg-Werte wurde nur bei Diithylmalon- und a,a’-Diathyl-bern- 
steinséure in den basischen LMG E und F beobachtet (Tab. 5). 
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Tab. 5. Temperaturabhangigkeit der Rs-Werte von Diaithyl-malon- und 
«,«’-Diathyl-bernsteinsaure. 














Rs 
Saure LMG E LMG F 
16,6° |  19,3° 16,69 | 19,39 
Diathyl-malon-. .. . 53,5 59,0 49,0 52,5 
a,0’-Diaithyl-bernstein- 54,5 61,0 48,5 55,5 


Wegen der Temperaturabhangigkeit der Wanderungsgeschwindigkeit des 
LMG haben wir bei Durchlaufchromatogrammen, um optimale Trennungen zu 
erhalten, mit jedem Bogen einen schmalen Kontrollstreifen mitlaufen lassen. Diese 
wurden vorzeitig herausgenommen und bespriiht, um Aufschlu8 tiber die Laufzeit 
der eigentlichen Chromatogramme zu geben. 


Tab. 6. Rs-Werte normaler und verzweigter aliphatischer Dicarbonsaéuren 
sowie einiger anderer organischer Sauren. 


















































% Rs 
(-Zahl Saure Lésungsmittelg h? 
A By. & .}.-D ae ae G 
4 | Oxal- | 9,5 1,5 | 8,0 13,5 | 0,0 | 0,0 18,5? 
3 } Malon- | 30,0 9,5 | 19,0 25,0 12,5 | 9,0 | 27,5 
Bernstein- 46,5 21,0 26,0 34,0 20,0 14,0 33,0 
4 Methyl-malon- 48,5 22,5 40,0 46,0 16,0 12,0 37,0 
Fumar- 39,5 16,0 48,5 49,0 25,0 17,0 40,0 
Malein- 45,5 19,5 23,5 33,5 17,5 13,0 35,5 
Glutar- 60,5 33,0 38,5 46,5 26,5 19,0 35,0 
5 Dimethyl-malon- 64,5 41,0 68,0 69,5 23,0 19,5 50,0 
Athyl-malon- 62,0 35,0 60,5 65,0 24,5 20,5 50,0 
d, l-Methyl-bernstein- 62,0 38,5 47,0 54,0 27,0 20,5 40,0 
Adipin- 72,5 47,5 51,5 57,5 34,0 26,5 41,0 
d, l-x, «’-Dimethyl-bernstein-| 75,5 50,5 66,5 70,0 35,5 30,5 53,0 
6 Meso-a, «’-Dimethyl- 
bernstein 76,5 53,0 69,0 73,0 31,5 22,5 42,0 
d, l-x-Methyl-glutar- 74,5 52,0 62,0 66,5 35,0 27,0 49,0 
B-Methyl-glutar- 73,0 50,0 60,5 65,0 34,0 25,0 44,5 
Pimelin- 82,5 63,0 70,0 73,0 45,0 39,0 49,0 
Diithyl-malon- 86,5 74,0 94,0 93,5 53,58 49,03 | 110,5 
7 d, l,-n-Propyl-bernstein- 82,0 66,5 82,0 83,0 61,0 54,5 79,5 
B, B-Dimethyl-glutar- 83,5 68,0 82,0 82,0 37,0 32,0 48,5 
d, l-B-Meth yl-adipin- 82,5 60,5 69,0 72,5 44,5 38,0 49,5 
Kork- 88,5 77,5 82,0 84,5 61,0 56,5 61,5 
d, l-x,«’-Diathy]-bernstein- 86,5 74,0 94,0 93,0 54,53 48,5% | 114,0 
8 d, l-n-Butyl-bernstein- 90,0 79,5 92,0 92,5 84,0 78,5 117,0 
d, l-a-Athyl-adipin- 91,0 80,0 87,0 88,0 63,0 58,0 76,0 
d, l-B-Athyl-adipin- 88,0 75,5 83,5 85,5 64,5 58,5 73,5 
a, y-Dimethyl-adipin- 90,5 80,5 88,0 89,0 63,5 58,0 74,0 
Azelain- 95,0 90,0 93,5 94,0 81,0 78,5 78,0 
9 d, l-x-n-Propyl-adipin- 97,5 94,0 97,5 97,5 85,5 81,5 112,0 
d, l-B-n-Propyl-adipin- 94,0 89,5 95,0 95,0 87,0 81,5 108,0 
Sebacin- 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 
d, l-x, «’-Di-n-propyl- 
bernstein- 103,0 105,0 105,5 103,5 115,0 119,5 266 
10 Meso-a, «’-Di-n-propyl- 
bernstein- 107,5 119,5 109,0 105,5 96,0 95,0 88,5 
d, l-x-n-Butyl]-adipin- 102,5 105,0 103,5 102,5 103,5 100,0 169 
d, l-B-n-Butyl-adipin- 100,0 101,5 100,0 103,5 99,5 165 
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Tab. 6 (Fortsetzung) 
"Rg 
C-Zahl Saure Lésungsmittelgemisch * 
A } B { © D | E | F G 
Dekamethylendicarbon- 108,0 119,0 106,5 106,0 124,0 129,5 162 
Meso-«, a’-di-n-butyl- 
12 bernstein- 113,5 133,0 114,0 109,5 136,0 146,5 176 
d, l-B-n-Hexyl-adipin- 108,5 119,5 108,0 107,0 121,0 121,5 266 
B, B, 8’, 3’-Tetramethyl-kork-| 107,5 | 118,5 | 107,5 | 104,5 | 104,5 | 1060 | 165 
4 | 4, L-Apfel- | 21,0 4,5 6,0 } 11,5 | 12,0 7,0 | 31,0 
d-Wein- 7,5 1,0 1,5 4,5 6,0 3,0 28,5 
6 Tricarballyl- | 23,0 4,5 9,0 16,0 2,5 | 1,0 12,5 
Citronen- 10,5 1,5 2,0 5,5 0,0 0,0 11.0 
7 Benzoe- 110,0 129,0 109,5 106,5 138,0 148,0 400 
8 Pheny]-essig- 106,0 122,5 106,5 104,0 138,0 147,0 390 
7 Salicyl- 93,5 | 100,04 | 110,5 107,5 150,0 159 5204 
9 Hippur- 90,0 73,0 61,5 69,5 127,5 133,0 352 
d, l-Milch-(Hauptfleck) 66,0 36,5 41,0 46,0 84,5 79,5 168 
3 d, l-Milch-(2. Fleck; Lactyl- B 
milchsiure ?) 80,0 53,0 54,0 60,0 113,5 116,5 260 
6 Furan-dicarbon-(2,5) | . | 5 | 5 | id | 33,5 25,0 59.0 
% Ry von Sebacinsiure | 84,5 | 61,0 70,5 | 72,5 52,0 48,0 1235 
1 Ameisen- 93,0 83,5 | 142,0 
2 Essig- 95,5 89,0 141,5 
3 Propion- ~- 113,0 115,5 204 
4 n-Butter- 131,5 140,0 276 
4 Isobutter- 131,0 139,0 274 
5 Isovalerian- 145,5 156 339 
6 Capron- 156 167 426 
1s, Anm. d) in Tab. 4. 
2 Oxalsiure gibt im LMG G keine scharf begrenzten Flecke. 
* Temperaturabhangigkeit vgi. Tab. 5. 
“ Blaue Fluorescenz der Flecke im UV-Licht. 
5 Kein Fleck sichtbar; Furan-dicarbonsiure-(2,5) zersetzt sich offenbar in den sauren LMG A—D, 


Tab. 7. Rg und Rr-Werte der Fettsiuren von C,—C,, in den basischen LMG E—G. 



































Temperatur: 18,5—19,2°. 


Lésungsmittelgemisch E F G 

C-Zahll Saure %Rs | %Rr | %Rs | Rr | %Rs | OO RF 

1 Ameisen-.. . . .| 106,5 | 39,5 | 95,0] 34,5 | 144.5] 18,5 

2 | Essig- 109,5 | 40,5 | 102,5 | 37,5 | 143,0 | 18,0 

3 Propion- 137,5 | 51,0 | 135,5 | 49,5 | 207 26,5 

4 | n-Butter- , «= Se 61,5 | 166 60,5 | 275 35,0 

4 | Isobutter- .... oo 64 486 61,5 | 165 60,0 | 275 35,0 

5 | Isovalerian- . io eT 69,0 | 186 68,0 | 331 42,0 

6 | Capron. ........ .| 201 74,5 | 200 73,0 | 417 53,0 

7 | Guemth ... =: 206 | 76,5 1207 | 75,5 | 465 | 59,0 

8 | Capryl- 211 78,0 | 212 77,5 | 503 64,0 

9 | Pelargon-. 215 79,5 | 216 79,0 | 522 66,5 

10 | Caprin- 218 81,0 | 219 80,0 | 540 68,5 

11 Undecan- . mere |. | 82,0 | 221 80,5 | 551 70,0 

10 | Sebacinsaure . . .[100,0 | 37,0 | 100,0 | 36,5 | 100,0| 12,5 

Papier: Schleicher & Schiill 2043b, glatt, mit 0,1-n. HCl gewaschen. Senkrecht zur Ma- 
schinenrichtung. 
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Diskussion der Ergebnisse 


Tab. 6 gibt einen Uberblick tiber die in den verschiedenen LMG 
erhaltenen Rs-Werte einiger normaler und verzweigter aliphatischer 
DS von C,—C,, sowie einiger anderer organischer Saiuren. Zur Tren- 
nung der niederen und mittleren DS sind besonders die sauren LMG 
A—D gut geeignet, wihrend die mittleren und héheren DS von den ba- 
sischen LMG E—G ausgezeichnet getrennt werden. In den basischen 
LMG haben wir auch das Verhalten der niederen Fettsiuren von C,—C,, 
untersucht und gefunden, daB sie den Nachweis der DS bis C, nicht 
stéren. Die LMG E und F sind fiir die Trennung von Monocarbon- 
siuren weniger gut geeignet, lediglich die niederen Siuren von C,—C, 
lassen sich vollstandig trennen. Dagegen besitzt das LMG G: Tetra- 
hydrofuran—3,00-n. NH,OH 4:1 (v/v) eine sehr gute Trennwirkung 
fir die Fettsiuren von C,—C, und ist wegen der kurzen Laufzeit (7 bis 
10 Stdn.) den bisher vorgeschlagenen Lésungsmittelsystemen® 7: 8 17; 
20a, 26, 31 iiberlegen und besonders fiir Reihenuntersuchungen geeignet. 


Die Rg-Werte der DS sowie der Monocarbonsiuren nehmen, wie 
erwartet, in allen untersuchten LMG mit steigender C-Atomzahl zu. Da 
sich in den LMG A und B die Rs-Werte isomerer DS gleicher C-Zahl 
von wenigen Ausnahmen abgesehen nur wenig, von C-Atom zu C-Atom 
jedoch geniigend unterscheiden, kénnen die Rg-Werte einer unbekann- 
ten DS in einem dieser LMG zur Bestimmung der C-Zahl bzw. des Mole- 
kulargewichts dienen. Im ungiinstigsten Falle kann bei DS bis C, ein um 
eine CH,-Gruppe, bei DS oberhalb von C, ein um zwei CH,-Gruppen 
zu hohes Molekulargewicht gefunden werden. 


Wahrend die Trennung der DS, die sich um eine CH,-Gruppe 
unterscheiden, zumindest in einem der 7 LMG méoglich ist, gelang die 
einwandfreie Trennung strukturisomerer DS nicht in allen Fallen. Die 
PC-graphische Trennung normaler und isomerer verzweigter DS ist 
um so schwieriger, je langer die Hauptkette und je kiirzer die Verzwei- 
gung ist. So werden beim Chromatographieren eines Gemischs einer 
normalen DS mit mehr als 6 C-Atomen und der entsprechenden isomeren 
methylverzweigten DS nur ein Fleck, dagegen bei einem Gemisch einer 
normalen und der isomeren athylverzweigten DS selbst bei einer Ketten- 
linge von 8 C-Atomen noch zwei Flecke erhalten. Liegt jedoch eine der 
strukturisomeren DS allein vor, so ist i.a. auf Grund der geniigend 
groBen Rg-Wert-Unterschiede, die zwar fiir eine vollkommene Trennung 
nicht ausreichend sind, eine Identifizierung méglich. cis-trans-Isomere 
sowie Stereoisomere (d,/- und meso-Form) konnten, soweit sie unter- 
sucht wurden, ohne Schwierigkeit getrennt werden. Dagegen ist eine 
volistindige Trennung der stellungsisomeren verzweigten DS nicht 
moéglich. Wahrscheinlich wird auch hier die Trennung mit zunehmender 
Kettenlinge der Verzweigung erleichtert, denn bei Durchlaufchromato- 
grammen im LMG B (48 Stdn.) lieBen sich nach Rauchern mit Ammo- 
niak bei Mischungen von «- und f-Athyl-, «- und f-n-Propyl- sowie «- 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 297 3 





34 Hans Kalbe, Bd. 297 (1954) 


und $-n-Butyl-adipinsiure zwei Fleckenzentren feststellen, wahrend 
eine Mischung von @- und f-Methyl-glutarsiure nur einen einheitlichen 
Fleck gab. 

Nach theoretischen Uberlegungen von Bate-Smith und West. 
all®?, die auf einer von Martin® entwickelten Theorie beruhen, besteht 
zwischen den Ry-Werten der Glieder einer homologen Reihe ein ein. 
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Abb. la. Rm-Werte der normalen Dicarbonsiuren in Abhangigkeit von der Zahl 
der C-Atome. LMG A—G 

Abb. 1b. Rau-Werte der normalen Monocarbonsauren in Abhangigkeit von der Zahl 
der C-Atome. LMG E—G. 


facher funktioneller Zusammenhang, und zwar sind die Werte der Funk- 

tion Ry = log (x ao 1 proportional der Zahl der Glieder. Bate-Smith 
F 

und Westall konnten diese Beziehung fiir die OH-Gruppe bei einigen 

aromatischen Carbonsiuren, Anthocyanidinen und Aminosiuren in zwei 


* E.C. Bate-Smith u. R. G. Westall, Biochim. biophysica Acta 4, 427 
[1950]. 
% A. J. P. Martin, Biochem. Soc. Symposia 3, 4 [1949]. 
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sauren LMG bestiatigen, wobei jedoch die Anzahl der Glieder der Reihen 
nie groBer als 4 war. Von Long und Mitarbb.* wurde diese Beziehung 
erstmalig an den homologen Reihen der aliphatischen Mono- u. Dicar- 
bonsiuren mit ammoniakalischem Athanol als LMG gepriift. Die Auto- 
ren stellten eine annahernd lineare Abhangigkeit der Ry-Werte von der 
Zahl der CH,-Gruppen der Sauren fest. Doch sind die Abweichungen 
vom linearen Verlauf recht betrichtlich. Bessere Ubereinstimmung mit 
dem theoretischen Verlauf zeigen die Ry-Werte der DS von C;—C,, in 
den von Isherwood und Hanes?” untersuchten n-Propanol-Ammo- 
niak-Gemischen, waihrend die Ry-Werte der Fettsiuren von C,—C,, 
die obige Bedingung nicht erfiillen. 

Da wir das PC-graphische Verhalten der DS von C,—C,, in 7 LMG 
und das der Monocarbonsiuren von C,—C,, in 3 LMG untersucht hatten, 
war es von Interesse, die Giiltigkeit der Theorie von Martin und Bate- 
Smith an diesen Ergebnissen zu tiberpriifen. Wie Abb. la fiir die DS 
zeigt, weichen die Ry-Werte, die aus den Rg-Werten mittels des Ry- 
Wertes von Sebacinséure berechnet wurden, jedoch betrichtlich vom 
linearen Verlauf ab. Lediglich beim LMG F: n-Propanol-Ammonium- 
carbonatpuffer 3:1 (v/v) liegen die Ry-Werte in Ubereinstimmung mit 
Isherwood und Hanes?” annahernd auf einer Geraden, was még- 
licherweise nur zufallig ist. Auch bei den Monocarbonsiuren besteht 
keine lineare Abhangigkeit der Ry-Werte von der Zahl der C-Atome 
(Abb. 1b). Eine Auswertung der Versuchsergebnisse anderer Auto- 
ren®4s 12, 26, 31 ergab den gleichen Befund, der besonders deutlich bei den 
Hydroxamsauren der Fettsiuren zum Ausdruck kam, da fiir diese Ry- 
Werte im Bereich von C,—C,, vorlagen?**, 

Fir die aliphatischen Mono- und Dicarbonséuren und deren Deri- 
vate treffen offenbar die vereinfachten Annahmen, die der obigen Be- 
ziehung zugrunde liegen, nicht zu. Welche der beiden wesentlichsten 
Voraussetzungen der Theorie: 1. die PCG beruht auf Verteilungsvor- 
giingen, dagegen spielen Adsorptionserscheinungen praktisch keine Rolle, 
2. jede Gruppe eines Molekiils leistet einen von dem anderer Gruppen 
unabhingigen Beitrag zum Verteilungskoeffizienten; nicht zutreffen, 
ist insofern nicht zu entscheiden, als eine experimentelle Bestimmung 
des Verteilungskoeffizienten unmoglich ist, da die benutzten LMG — mit 
Ausnahme von C, E und F, die eine kleine wasserreiche Phase bilden — 
einphasig sind. Nach der Theorie von Martin miiBten alle Ry (Rg)-Wert- 
Kurven der allgemeinen Gleichung} 


1 c 
‘1+ aen bzw. Rs =z 


ef wae 


geniigen, wobei a, b (c) charakteristische Konstanten fiir ein LMG und 
eine der beiden homologen Reihen sein sollten. Das LMG beeinfluBt 
jedoch entscheidend den Verlauf der Ry (Rg)-Werte in Abhangigkeit von 
der C-Atomzah] n der Sauren, der teilweise recht kompliziert ist (Abb. 2a 
und 2b). Traégt man dagegen von einer homologen Reihe alkylver- 
3* 
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zweigter DS, die sich von der gleichen normalen DS ableiten, fiir ein 
LMG die Rs-Werte gegen die Zahl] der C-Atome auf, so erhalt man eine 
Schar paralleler Kurven (Abb. 3 u. 4). Zwar lassen sich auch diese nicht 
durch eine einfache mathematische Funktion darstellen, doch kénnen 
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Abb. 2a. Rg-Werte der normalen Dicarbonsiuren in Abhangigkeit von der Zahl 
der C-Atome. LMG A—G. 
Abb. 2b. Rr-Werte der normalen Monocarbonséuren in Abhangigkeit von der 
Zahl der C-Atome. LMG E—G. 
LMG H: n-Butanol—1,5-n. NH,OH 1:1 (v/v)** 
LMG I: n-Butanol—Athanol—3,0-n. NH,OH 4: 1: 5 (v/v/v)8a 


die Rs-Werte noch nicht untersuchter verzweigter DS mit ausreichender 
Genauigkeit graphisch ermittelt werden, wenn die Rg-Werte einiger 
Glieder der zugehérigen homologen Reihe bekannt sind. 

Das beschriebene Verfahren zur PC-graphischen Trennung der ali- 
phatischen DS diirfte eine wertvolle Ergiinzung der bereits bekannten 
chromatographischen Trennungsmethoden mit Silikagelsiulen*4-* dar- 


34 F, A. Isherwood, Biochem. J. 40, 688 [1946]. 

35 ©, Jj. Marvel u. R. D. Rands, jr., J. Amer. chem. Soc. 72, 2642 [1950]. 

36 P.H. Begemann, J. G. Keppler u. H. A. Bockenoogen, Recucil Trav. 
chim. Pays-Bas 69, 439 [1950]. 

37 C, E. Frohmann, J. M. Orten u. A. H. Smith, J. biol. Chemistry 193, 
277 [1951]. 
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stellen. AuBer bei der Strukturaufklirung von Verbindungen, bei denen 
DS als Abbauprodukte auftreten (z. B. ungesittigte Fettsiuren) wird 
die Methode bei der Untersuchung biologischer Objekte auf das Vor- 
kommen von D§ gute Dienste leisten. 
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Abb. 3. Abhangigkeit der Rg-Werte homologer verzweigter Dicarbonséuren von 
der Zahl der C-Atome im LMG C. 
IIIa: Dialkyl-malonsiuren; IIIb: Monoalkyl-malonsiuren; IV: Monoalkyl-bern- 
steinsauren; Va: «-Monoalkyl-glutarsiuren; Vb: £-Monoalkyl-glutarsiuren ; 
VIa: «-Monoalkyl-adipinsiuren; VIb: B-Monoalkyl-adipinsauren. 


Abb. 4. Abhangigkeit der Rg-Werte homologer verzweigter Dicarbonsiuren von 
der Zahl der C-Atome im LMG G. Bezeichnung der Kurven wie in Abb. 3. 


38 E. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 290, 181 [1952]. 

39 K.O. Donaldson, V. J. Tulane u. L.M. Marshall, Analytic. Chem. 
24, 185 [1952]. 

40 W. A. Bulen, J. E. Varner u. R.C. Burrell, Analytic. Chem. 24, 187 
[1952]. 

41 T, Higuchi, N.C. Hill u. G.B.Corcoran, Analytic. Chem. 24, 491 
{1952]. 

42 BE. F. Phares, E.H.Mosbach, F. W. Denison, jr. u. 8S. F. Carson, 
Analytic. Chem. 24, 660 [1952]. 

43 L. M. Marshall, K.O. Donaldson u. F. Friedberg, Analytic. Chem. 
24, 773 [1952]. 
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Beschreibung der Versuche 


Lésungsmittel 


Samtliche Lésungsmittel wurden, falls nicht anders angegeben, iiber cine 
Fiillkérperkolonne von 30—40 cm Lange destilliert. 

Xylol: Xylol, pur. (Riedl-de Haén) wurde je dreimal mit konz. Schwefel. 
siure auf der Schiittelmaschine, Wasser, 10-proz. Alkali und Wasser geschiittelt, 
mit CaCl, getrocknet und iiber Natrium destilliert. Die Fraktion vom Sdp. 136 
bis 144° wurde verwendet. 

Toluol: siehe Xylol. 

Phenol: Phenol, DAB 6, wurde im Verk. iiber Zinkstaub an einer Vigreux. 
Kolonne destilliert** und in einer dunklen Flasche im Dunklen aufbewahrt. 

o-Kresol: siehe Phenol. 

Isoamylalkohol: Isoamylalkohol, techn., Sdp. 90—140° (Riedl -deHaén) 
wurde mit frisch gegliihtem CaO 6—8 Stdn. unter RiickfluB gekocht und an. 
schlieBend ohne Kolonne abdestilliert. Das triibe Destillat wurde nun fraktioniert 
und die Fraktion vom Sdp. 129—132° verwendet. 

Isoamylformiat: Isoamylalkohol (Sdp. 129—132°) wurde mit 98-100-proz. 
Ameisensaure, p. a. (5 Vol% UberschuS) und einigen Tropfen konz. Schwefelsiure 
in der von Natelson und Gottfried® beschriebenen Apparatur verestert und 
der rohe Ester fraktioniert destilliert. Die Vorlage wurde gewechselt, als die Siede- 
temperatur des Isoamylformiats 123—124° erreicht war und das Destillat neutral 
reagierte. (Priifen mit einem angefeuchteten Streifen Universal-Indikator Merck.) 
Der ameisensaure-haltige Vorlauf wurde einer neuen Charge zur Veresterung zu- 
gegeben. Die Nachlaufe wurden gesammelt und einer zweiten Fraktionierung 
unterworfen. ; 1 

n-Amyl-(1)-,n-Hexyl-(1)- und 2-Athyl-hexyl-(1)-formiat: Die Alkohole 
Pentanol-(i) und Hexanol-(1), Schuchardt; 2-Athyl-hexanol-(1), Chem. Werke 
Hiils, Sdp. 186°, wurden einmal iiber wasserfreiem Kaliumcarbonat destilliert, 
mit 98/100-proz. Ameisensiure verestert und die Ester, wie bei Iso-amylformiat 
beschrieben, isoliert. m-Amyl-(1)-formiat, Sdp. 131—132°; n-Hexyl-(1)-formiat, 
Sdp. 155—156°. 2-Athyl-hexyl-(1)-formiat wurde i. V. iiber eine Vigreux-Kolonne 
rektifiziert. Sdp.;, 80—81°. 

Athanol, Isopropanol, n-Propanol, tert. Butanol, Glykolmono- 
athylather (Schuchardt): Entfernung von Saurespuren durch Destillation 
iiber wasserfreiem Kaliumcarbonat. 

Tetrahydrofuran: Tetrahydrofuran (BASF) wurde mit festem Kalium- 
hydroxyd mehrere Stdn. unter Riickflu8 gekocht, abdestilliert, iiber Natrium 
stehen gelassen und jeweils vor Versuchsbeginn frisch destilliert. Tetrahydrofuran, 
das langere Zeit gestanden hat, enthalt offenbar durch Autoxydation entstandene 
saure Substanzen, die beim Bespriihen der Chromatogramme mit dem Methylrot- 
Reagens eine Rotfarbung des Untergrundes bewirken, was den Nachweis kleiner 
Sauremengen unmdglich macht. 

Ammoniak (d 0,910), p.a., Merck; Ammoniumcarbonat, p.a., Riedl- 
de Haén, 

Ameisensaure: 98/100-proz., p.a., R. Koepp & Co., Oestrich, Rhg. 

Das LMG (350—400 ml) wurde vor Beginn jedes Versuchs neu bereitet und 
evtl. im Trog befindliches, nicht verbrauchtes LMG entfernt. Eine Ausnahme 
bildeten die Isoamyl- und n-Amylformiat enthaltenden LMG C und D, von denen 
ein groBerer Vorrat hergestellt, jedoch erst nach 24 Stdn. verwendet wurde, nach- 
dem sich das Estergleichgewicht eingestellt hatte. 


44 T. Wieland, Ber. dtsch. chem. Ges. 82, 468 [1949]. 

45 §.Natelson u. 8. Gottfried, Organ. Syntheses 28, 38 [1943]; vgl. 
Houben-Weyl, Methoden der organ. Chemie, Bd. VIII, Sauerstoffverb. III, 
8. 523, G. Thieme, Stuttgart 1952. 
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Sauren 

Methyl-, Athyl- und Diathyl-malonsaure wurden durch Verseifung 
der Athylester (Riedl - de Haén) gewonnen. Erstere enthielten betrachtliche Mengen 
an Dimethyl- bzw. Diathyl-malonsaure. Furan-dicarbonsaure-(2.5) 




















— wurde nach der Vorschrift von Flaschentrager* aus Schleimsaure dargestellt. 
vefel. Bei den iibrigen verzweigten DS benutzten wir Praparate aus der Sammlung des 
ttelt Instituts. Die normalen DS sowie die anderen untersuchten Siuren waren Handels- 
. 136 priparate, die, wenn notwendig, durch Umkristallisieren gereinigt wurden. 

Waschen des Papiers 

ux. Zum Auswaschen der Bogen diente eine Emaillewanne (60x 50x 10 cm), 
in der 20—30 Bogen gleichzeitig gereinigt werden kénnen. Man 14Bt zuniachst 
710,1-n.HCl 3--4 Stdn. einwirken, wascht dann mit je 5/ dest. Wasser bis zur 

aén) verschwindenden Chlorid-Reaktion aus und trocknet die Bogen bei Zimmertempe- 

an. ratur. 

niert Vorbereiten der Chromatogramme 

Zum Vorbereiten der Bogen hat sich eine einfache Anordnung, bestehend aus 

ITOZ, einer Glasplatte und 6 Glasstreifen, bewahrt. Die Glasplatte sowie parallel dazu 

aure in 2cm Abstand ein Streifen werden auf dem Tisch befestigt. Die Anordnung der 

und iibrigen Glasstreifen beim Auftragen der Lésungen auf das Papier ist aus Abb. 5 

= etsichtlich. Auf diese Weise wird das Auftragen wesentlich erleichtert und das 

itra 

ck.) 

Zu- 

ung 

hole 

tke 

ert, 

iat RN AAA 

i a t, AAA SAAAAAAAAASSSASAAAAAAAAAAAAAAASAAAAAAA AAA ona 

nne 1 
Abb. 5. Anordnung zum Auftragen der Lésung. 1: Glasplatte 900 x 900 x 5mm; 

_ 2: Glasstreifen 900 x 50 x 5mm; 3: 2 Bogen mit Startpunkten. 
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il. Abb. 6. Schablone zum Vorbereiten des Papiers fiir die PCG. Mae in mm. 
Papier dabei nicht verunreinigt, was besonders bei quantitativen Versuchen mit 
Aminosaiuren und organischen Saéuren beachtet werden muB. Weiterhin wird 

-" dadurch Zeit gewonnen, daB die Substanzlésungen gleichzeitig auf zwei Bogen 

ve aufgetragen werden kénnen. 

an Bei aufsteigendem Chromatographieren werden die Siuren 40mm vom 

.. unteren Rand, bei absteigender Technik 60 mm vom oberen Rand des Papiers 
aufgetragen. Zum Anzeichen der Kreise fiir die ,,Startpunkte‘‘ wird ein Aluminium- 
blechstreifen benutzt (600 80 mm), in den auf einer Linie in 60 mm Abstand von 
der unteren Langskante kreisférmige Lécher von 5 mm Durchmesser gebohrt sind 

1 (Abb. 6). Auf dem Papier betragt der Durchmesser der ,,Startpunkte‘‘ dann 4 mm. 

[, 46 B. Flaschentrager, B.Cagianut u. F. Meier, Helv. chim. Acta 28, 
1489 [1945]. 
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Der Abstand der ,,Startpunkte’‘ sowie der Abstand vom Rand betragt 25 mm. 
In 20, 33, 45, 48 und 60 mm Abstand von der unteren Langskante sind an beiden 
Querkanten 2-mm-Bohrungen angebracht, um ein schnelles Anzeichnen der Start- 
linie und der beiden Linien, an denen der Bogen bei absteigendem Chromato. 
graphieren geknickt werden muB (33 und 48 mm), zu ermdglichen. Beim An. 
zeichnen der ,,Startpunkte‘‘ fiir aufsteigende PC-graphie wird die Schablone go 
aufgelegt, daB sich die 20mm-Bohrungen mit dem unteren Rand des Bogens 
decken, d. h. der Abstand der ,,Startpunkte‘‘ vom unteren Rand betragt 40 mm, 
Die 45-mm-Bohrung ist fiir die 25mm vom unteren Rand des Bogens entfernte 
Linie vorgesehen, die bei aufsteigender Technik mit dem oberen Rand des Trogs 
zur Deckung gebracht wird, um ein gleichmaBig tiefes Eintauchen der Bogen in 
das LMG zu gewahrleisten. 

Die Durchlaufchromatogramme werden am unteren Rand mit etwa 1,0 bis 
1,5 cm langen und 1,5—2,0 cm breiten Zacken versehen, damit das LMG gleich- 
maBig abtropft. 


Bei qualitativen Untersuchungen werden dreimal je 0,5—0,7 jul einer 0,15-n.- 
Lésung der untersuchten Sauren in Aceton-Wasser 4:1 (v/v), Monocarbonsauren 
dagegen in ammoniakalischem Alkohol mit selbstgezogenen Kapillaren aufgetragen. 
Als MaB dient die Fliissigkeitsmenge, die benétigt wird, um einen ,,Startpunkt‘ 
gleichmaBig zu durchfeuchten (0,5—0,7 1). Bei quantitativen Untersuchungen 
sowie der Bestimmung der Empfindlichkeit der Indikatorlésung wurden die Sauren 
(0,1-proz. Losung) mit einer AGLA-Mikrometer-Spritze (Burroughs Wellcome 
& Co., London; zu beziehen durch L. Hormuth, Inh. W. E. Vetter, Heidelberg) 
aufgetragen. Bei der Untersuchung unbekannter Saiuren oder Saiuregemische werden 
stets Sebacinsiure und andere Vergleichssubstanzen mitlaufen gelassen. Zur Be- 
stimmung der Rg-Werte von Sauren, die in dem benutzten LMG von Sebacin- 
siure nicht getrennt werden, wird eine andere Saure mit bekanntem Rg-Wert, 
Sebacinsdure auf den beiden benachbarten Flecken mitlaufen gelassen. 


Kammern 


Die von uns benutzten Kammern fiir die PC-graphie bestehen aus einem 
Gestell aus Winkeleisen, in das 4—5 mm dicke Glasscheiben eingekittet werden 
(Abb. 7). Die Winkeleisen werden vorher mit einem Schutzanstrich aus saure- 
und alkali-bestandigem Lack (Lackfarbe grau, siure- und alkali-bestandig, K 5003, 
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Abb. 7. Ganzglaskammer fiir die PCG. 
: Winkeleisen, gleichschenklig,'20 x 20 x 3mm. 
: Winkeleisen, gleichschenklig, 25 x 25 x 3mm. 
Tragegriffe. 4: Gummidichtung; Profil: 
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a/ - 
9 25 x 5mm. 5: Deckglasplatte; 740 x 240 x 5mm. 


6: Mittlere Bohrung fiir durchbohrten Gummi- 
© stopfen, @ 20 mm. 7: Seitliche Bohrung fiir 
AY Gummistopfen, 2 20 mm. 8: Tragerglasstreifen ; 
Dicke 6—8 mm, Breite 40mm. 9: Stiitzglas- 
i. | platten, Dicke 4—5 mm, Héhe 550 mm. 
200 |! (MaBe in mm). 
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J. Grebe, Weilburg/Lahn) versehen. Eine Mischung aus Wasserglas und Talkum 
dient als Kitt, der auch bei langerer Einwirkungsdauer weder von organischen 
Lésungsmitteln noch von sauren oder alkalischen Dampfen angegriffen wird und 
zwischen Glas und Metall gut abbindet. Beim Einkitten der Scheiben ist dafiir 
zu sorgen, daB die Kittfugen im Innern der Kammer so schmal wie méglich ge- 
halten werden, um den Lésungsmitteldimpfen eine méglichst kleine Angriffs- 
fliche zu bieten. Es empfehlt sich, Kittreste innerhalb von 12 Stdn. vom Glas 
zu entfernen, da dies spater sehr viel mehr Arbeit erfordert. Auf die oberen waage- 
rechten Flachen der Winkeleisen wird als Dichtung ein Leichtgummistreifen oder 
ein Moosgummistreifen (am besten aus einem Stiick geschnitten) mit ,,Terokal* 
(Zement, weiB) aufgeklebt. Der luftdichte Verschlu8 wird durch Andriicken der 
Deckglasplatte mit Tischtuchklemmen erreicht. Die Deckglasplatte enthalt zwei 
Bohrungen, die mit Gummistopfen verschlossen werden. Durch den durchbohrten 
mittleren Stopfen wird der Glasstab der Aufhangevorrichtung fiir die Chromato- 
gramme durchgefiihrt. Der seitliche Stopfen kann entfernt werden, um bei ab- 
steigendem Chromatographieren das LMG mittels eines Trichters in den Trog 
einzufiillen. 


Aufhangevorrichtung fiir die Chromatogramme 


Die Aufhangevorrichtung fiir die Chromatogramme beruht auf dem Prinzip 
von Hellmann’, ist jedoch der verinderten Form der Kammer angepa&t und 














Abb. 8a. Aufhingevorrichtung fiir aufsteigende Papierchromatographie. Gestell 
und Haken aus Glasstaben. 

1: Gummischlauchsicherung, um ein Abgleiten der Haken zu verhindern. 2: Ge- 
richtete Glasstabe zum Beschweren und Spannen der Bogen. 3: Metallklammern. 
(MaBe in mm). 

Abb. 8b. Aufhangevorrichtung fiir absteigende Papierchromatographie. Gestell 
aus Glasstaben. 

1: Abnehmbare Glasstabe. 2 u. 3: s. Abb. 8a. (MaBe in mm). 


47 H. Hellmann, a) diese Z. 288, 95 [1951]; b) Z. ges. inn. Med. 6, 577 [1951]. 
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mit einigen Verbesserungen versehen worden. Bei der Vorrichtung fiir aufstei- 
gende PC-graphie (Abb. 8a) sind die Haken beweglich. Dies hat den Vorteil, da 
man Streifen oder Bogen beliebig anordnen kann, wahrend bei festen Haken deren 
Abstand durch den Lochabstand des Biirolochers festgelegt ist. Bei der Vorrich- 
tung fiir absteigende PC-graphie (Abb. 8b) sind die 4uBeren Glasstaibe abnehmbar, 
wodurch sich die Chromatogramme nach dem Entwickeln leicht herausnehmen 
lassen. Senkrechte Zapfen sorgen fiir eine sichere Auflage des Gestells auf dem 
Trog. 

Zur Beschwerung des Bogens wird dieser zwischen zwei genau gerichteten 
Glasstaben eingeklemmt, die — je nach der Art des verwendeten LMG — mit V2A- 
Stahl- oder Nickel-Klammern zusammengehalten werden. Die Glasstabe werden 
an den Enden abgeschliffen. Sie diirfen nicht rundgeschmolzen werden, da sich 
dabei an den Enden Verdickungen bilden, die ein leichtes Gleiten der Klammern 
behindern. Wegen des unterschiedlichen Durchmessers der Glasstabe empfiehlt 
es sich, zusammen passende Stabe und Klammern mit einem Schreibdiamanten 
zu kennzeichnen. Diese Art der Beschwerung der Bogen hat sich sowohl bei auf- 
als auch bei absteigender PC-graphie gut bewahrt. Sie strafft die Bogen, verhindert 
ein Anliegen der Bogen an der senkrechten Wand des Trogs und gibt den Bogen 
beim Herausnehmen aus der Kammer einen Halt. 


Trége 


Zur Aufnahme des LMG dienen Trige aus emailliertem Blech oder V2A-Stahl 
(InnenmaBe: Lange 620, Breite 40, Héhe 30 mm), die bei absteigendem Chromato- 
graphieren auf einem verschiebbaren Tragerglasstreifen ruhen, dessen Enden auf 
den Stiitzplatten aufliegen. Zum Auffangen des abtropfenden LMG bei Durch- 
laufchromatogrammen empfiehlt es sich, passende gréBere emaillierte Blech- 
wannen auf den Boden der Kammer zu stellen. 


Anleitung fiir absteigendes Chromatographieren 


Das zum Sattigen verwendete Lésungsmittel wird in eine der gréBeren am 
Boden der Kammer befindlichen Wannen gegeben. Das Glasgestell fiir absteigende 
PC-graphie wird auf den Trog aufgesetzt und die mit Glasstaben gespannten Bogen 
so in den Trog eingehingt, daB die Klammern den Boden des Trogs beriihren. 
Der Bogen wird dementsprechend lings zwei Bleistiftlinien geknickt (s. 0. S. 40). 
Die Kammer wird in der angegebenen Weise luftdicht verschlossen, das Gestell 
hochgezogen und mit einem Schraubquetschhahn festgehalten. Zuletzt wird das 
LMG (300 ml) mit einem Trichter, dessen Hals bis auf den Boden des Trogs reicht, 
durch die seitliche Bohrung eingefiillt und diese mit einem Gummistopfen ver- 
schlossen. 

Bei Durchlaufchromatogrammen mu8 gegebenenfalls Lésungsmittel nachge- 
fillt werden, um ein Trockenlaufen der Chromatogramme zu verhindern (z. B. bei 
LMG G nach je 12 Stdn. etwa 100 ml). 

Bei einer neu beschickten Kammer empfiehlt es sich, diese mit dem vorge- 
sehenen LMG wenigstens 24 Stdn. lang vorzusittigen und mit dem Entwickeln der 
Chromatogramme erst weitere 24 Stdn. nach deren Einhangen zu beginnen. Bei 
bereits gesittigten Kammern geniigen etwa 6 Stdn., um das Papier mit dem 
Lésungsmitteldampf zu sattigen. 


Anleitung fiir aufsteigendes Chromatographieren 


Das zum Sattigen bestimmte LMG wird in diesem Falle in einen zweiten 
Trog oder andere GefaiBe gegeben, die auf der Tragerglasplatte stehen. Diese wird 
dazu ganz an eine Seitenwand der Kammer geschoben. Zum Einhangen der Bogen, 
die oben mit einem Biirolocher gelocht, unten mit Glasstiben gespannt sind, wird 
die mit der Aufhangevorrichtung fiir aufsteigende PC-graphie versehene Deckglas- 
platte auf zwei waagerechte mit Gummi iiberzogene Metallstaibe aufgelegt, die an 
zwei Stativen oder besser in der Wand befestigt sind. Das Gestell wird nach oben 
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gezogen und mit einem Schraubquetschhahn am Glasstab oberhalb des Gummi- 
stopfens festgehalten. Beim Einhangen der Bogen ist darauf zu achten, daB die 
Glashaken gleichmaBig belastet sind. Anderenfalls steigt das Lésungsmittel an 
den Stellen, an denen der Bogen starker gespannt ist, schneller auf. Nun wird die 
Vorrichtung mit den Bogen vorsichtig in die Kammer iiberfiihrt und diese luft- 
dicht verschlossen. Nach Einstellen des Sattigungsgleichgewichts werden die Bogen 
durch Senken des Glasstabs in das LMG (300 ml) eingetaucht, bis sich der Blei- 
stiftstrich mit dem oberen Rand des Troges deckt. 


Trocknen 

Die entwickelten Chromatogramme werden in entsprechender Weise aus der 
Kammer herausgenommen und mit Feder-Wascheklammerr so an Trockenrahmen 
befestigt, daB die Glasstabe nach unten hangen. Zum Trocknen steht uns ein 
Phototrockenschrank zur Verfiigung, der mit regelbarer Heizung und einem Venti- 
lator ausgeriistet ist. Samtliche Chromatogramme werden zunachst bei 40—50° 
getrocknet. Die mit den sauren LMG A und B (C und D) entwickelten Chromato- 
gramme werden zur Entfernung anhaftender Ameisensiure anschlieBend noch 
zweimal (einmal) 10 Min. mit Wasserdampf behandelt, wobei zwischendurch ge- 
trocknet wird, Der Wasserdampf wird in der zum Waschen des Papiers benutzten 
Emailleschale mit einem 3 kW-Tauchsieder (Ing. Koch, Adelebsen bei Géttingen) 
entwickelt. 

Die mit den basischen LMG E—G entwickelten PC-gramme werden an- 
schlieBend im Trockenschrank 10 Min. auf 150° erhitzt, wobei anhaftendes Ammo- 
niumecarbonat vertrieben wird und aus den NH,-Salzen die Sauren in Freiheit ge- 
setzt werden. Vor und nach dem Bespriihen werden diese Chromatogramme kurz 
mit Ammoniak berauchert. 


Nachweis der Sauren 

Methylrot-Reagens. 300 mg Methylrot, wasserléslich, (Merck) in 250 ml 
0,2-m. Natriumborat-Puffer, py 8,0, lésen und mit Wasser auf 1000 ml auffiillen. 

Das Reagens wird mit Glasspriihern bei konstantem Druck (etwa 15 cm Hg) 
aufgespriiht, der mittels einer kleinen Druckpumpe erzeugt und einem Quecksilber- 
Kontaktmanometer konstant gehalten wird. Die Chromatogramme werden auf 
diese Weise sehr viel gleichmaBiger bespriiht als mittels eines Gummiballs mit der 
Hand. 

Die Flecken der Séiuren werden auf den noch feuchten Chromatogrammen 
mit einem weichen Bleistift angezeichnet und dann in der iiblichen Weise ausge- 
wertet. 


Der Bergbaugenossenschaft, Bochum, bin ich fiir die Bereitstellung 
von Mitteln zur Durchfiihrung dieser Arbeit, Herrn Professor Dr. W. Reppe, 
Ludwigshafen/Rhein, fiir die freundliche Uberlassung einiger schwer zuganglicher 
Dicarbonsauren sowie fiir die groBziigige Unterstiitzung der Arbeit mit Lésungs- 
mitteln zu besonderem Dank verpflichtet. 


Den Herren Dr. med. Karlheinz Stalder und Detlev Luckmann danke ich 
fiir ihre gewissenhafte und verstandnisvolle experimentelle Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


1. Es wurde ein papierchromatographisches Verfahren zur Tren- 
nung normaler und verzweigter aliphatischer Dicarbonsiuren von C, bis 
C,, entwickelt; sieben geeignete Losungsmittelgemische wurden angege- 
ben. AuBerdem wurde das papierchromatographische Verhalten der Fett- 
siuren von C,—C,, in drei basischen Lésungsmittelkombinationen un- 
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tersucht und gefunden, daB sich das Gemisch: Tetrahydrofuran—3,00-n. 
NH,OH 4:1 (v/v) sehr gut zur Trennung der niederen Fettséuren von 
C,—C, eignet. Wegen der kurzen Laufzeit (absteigend 7—10 Stdn.) ist 
es den bisher vorgeschlagenen Lésungsmittelmischungen tiberlegen. 

2. In einer 0,03-proz. Methylrot-Lésung in 0,05-m. Boratpuffer, p, 
8,0, wurde ein sehr empfindliches Reagens fiir den papierchromatogra- 
phischen Saéurenachweis gefunden, das im Gegensatz zu anderen Indi- 
katorlésungen bestindige Farbungen gibt. 1—2-y der normalen Dicar- 
bonsduren k6nnen bei Benutzung basischer, 2—3 y bei Benutzung saurer 
Lésungsmittelgemische noch erfaBt werden. 

3. Eine Auswertung der Ergebnisse zeigte, daB entgegen der Theo- 
rie von Martin® und Bate-Smith® bei den homologen Reihen der 
aliphatischen Mono- und Dicarbonséuren keine einfache mathematische 
Beziehung zwischen den Ry-Werten und der Zahl der C-Atome der 
Sauren besteht. Der Verlauf dieser Kurven wird entscheidend vom be- 
nutzten Lésungsmittelgemisch beeinfluBt. 

4, Neben einigen Hilfsmitteln fiir die Papierchromatographie wurde 
eine Ganzglaskammer beschrieben, die luftdicht verschlieBbar und fiir 
jede papierchromatographische Technik verwendbar ist. Sie kann in 
jeder Werkstatt leicht hergestellt werden. In der Kammer werden Auf- 
hangevorrichtungen fiir auf- bezw. absteigendes Chromatographieren 
angebracht, dieein nochmaliges Offnen der Kammer zum Einhiangen 
der Bogen oder zum EingieBen des Lésungsmittels iiberfliissig machen, 
so daB das Gleichgewicht der Kammeratmosphare nicht gestért wird. 
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Notiz zur Kaliumbestimmung im Blutserum 
nach dem Verfahren von Kramer und Tisdall 


Von 
Heinz Chomse und Ingeborg Arend 
Aus dem Institut fiir Veterinir-Chemie der Humboldt-Universitaét Berlin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Miirz 1954) 


Bei der zur Mikrobestimmung des Kaliums im Blutserum viel verwendeten 
Methode von Kramer und Tisdall! ist es zur Erzielung einer konstanten Zu- 
sammensetzung des Niederschlages, K,Na[Co(NO,),].H,O, notwendig, die Ver- 
suchsbedingungen genau einzuhalten. Dies erweisen zahlreiche Vorschlige?~°, die 
sich mit Einzelheiten des Verfahrens beschaftigen, z. B. Waschen des Niederschlags 
mit Aceton oder Alkohol, Einhaltung von Temperatur, py und Fallungszeit, Fallung 
in Gegenwart von Natriumsalzen. Weitere Vorschlige, die eine Erhéhung der 
Empfindlichkeit des Verfahrens erzielen und eine quantitative Fallung des Kalium- 
natrium-hexanitrokobaltiats voraussetzen, befassen sich mit verschiedenen Titra- 
tionsméglichkeiten des Niederschlags, z. B. mit Cersulfat oder Amidosulfonsiure 
bzw. mit der colorimetrischen, gravimetrischen oder sedimetrischen Bestimmung. 

Zur Vermeidung der Eiwei8-Mitfallung wird meist EnteiweiBung durch 
Fallung mit Trichloressigsaure, seltener eine Veraschung des Serums vorgeschrieben. 

Von uns durchgefiihrte Untersuchungen ergaben bei Anwendung sonst stets 
gleicher Bedingungen eine deutliche Abhangigkeit der erhaltenen Werte von der 
Kalium-Konzentration der zu fallenden Liésungen, hervorgerufen durch nicht 
quantitative Ausfallung des Kaliums mit zunehmender Verdiinnung: 





0,391 mg K in: 1 1 2 2 3 3 + 4 6 6 com Lésg. 
Gefunden: 0,392 0,394 0,369 0,373 0,352 0,355 0,350 0,348 0,298 0,312 mg K 





Eine Beobachtung in dieser Richtung fanden wir kiirzlich auch in der Lite- 
ratur!®, Da nun der Verdiinnungsgrad sowohl bei der Entproteinisierung als auch 
bei der Veraschung des Serums durch Uberspiilen des Riickstandes in das Zentri- 
fugenglas zunimmt, benutzten wir eine Versuchsanordnung, die es erméglicht, das 
fiir die Fallung des Kaliums von Kramer und Tisdall urspriinglich angegebene 

1 B. Kramer u. F. F. Tisdall, J. biol. Chemistry 46 [1921], 339; Chem. Zbl. 
1921 IV, 94. 

2 R. S. Hubbard, J. biol. Chemistry. 100 [1933], 557; Chem. Zbl. 1938 IT, 
1724. 

3 A. H. Lewis u. F. B. Marmoy, Chem. Zbl. 1935 I, 1111. 

4M. Goehring u. J. Schlaich, Z. analyt. Chem. 129, 319 [1949]. 

5 R. J. Robinson u. J. D. Hauschildt, Chem. Zbl. 1941 II, 1654. 

6 I. Abelin, Helv. chim. Acta 24, 611 [1941]; Chem. Zbl. 1941 IT, 1302. 

?7 L. Burkhart, Plant. Physiol. 16, 411 [1941], Chem. Zbl. 19421, 1043. 

8 D.S. Brown, R.R. Robinson, G.M. Browning, Chem. Zbl. 19391, 
3422. 

® M. v. Wrangell u. H. Beutelspacher, Z. analyt. Chem. 90, 401 [1932]. 

10 J,M. Barry u. S.J. Rowland, Biochem. J. 53, 213 [1953]; Z. analyt. 


Chem. 140, 235 [1953]. 
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Volumen von 1 ccm in jedem Fall zu erzielen und eine quantitative Fallung auch 
ohne lange Wartezeiten, wie sie vielfach angegeben werden (z. B. 14+ 1"), 21 gewahr. 
leisten. Hierzu wird ein Zentrifugenglas verwendet, das mit einer Markicrung fiir 
1 com Inhalt versehen ist. Es wird mit einem doppelt durchbohrten Stopfen, in 
dem sich zwei rechtwinklig gebogene Glasréhrchen von etwa 3mm @ befinden, 


verschlossen. Das eine Réhrchen endet dicht unterhalh - 


des Stopfens, das andere, auf 0,5—1 mm © verjiingt, etwa 
2 cm oberhalb des Fliissigkeitsspiegels. Der freie Schenke] 
des letzteren wird mit einer Wasserstrahlpumpe verbun. 
den. Dann wird das Zentrifugenglischen mit der Lésung 
in ein einfaches Wasserbad von etwa 60° getaucht und 
ein maBiger Luftstrom hindurchgesaugt. Hierbei ver. 
dunstet der Uberschu8 der Fliissigkeit innerhalb weniger 
Minuten, ohne da ein Verspritzen eintritt. Beim Er. 
reichen der 1-ccm-Markierung wird das Abdunsten beendet 
und anschlieBend die Fallung vorgenommen. 

Dies Verfahren ist schnell und auch fiir ungeiibtere 
Krafte leicht durchfiihrbar. Wir haben bei den auf diese 
Weise erhaltenen Kaliumbestimmungen im Serum tibereinstimmende Werte ge- 
funden, z. B. 

Pferdeserum (24. 2. 
Schweineserum (22. 





ul, Wasserstrahl- 
Ny Pumpe 





53) : 22,2 22,7 21,9 22,1 22,4mg% K 
5.53) : 24,9 24,4 24,8 24,8 24,3mg% K 


Zusammenfassung 


Es wird eine Verbesserung des Verfahrens von Kramer und Tisdall be. 
schrieben, die darin besteht, daB Analysenfehler, die bei Verwendung nicht exakt 
1 ccm betragender Volumina der Analysenlésungen unfehlbar auftreten, beseitigt 
werden. 


11 P, Cristol u. M. Caron, Bull. Soc. chim. France 34, 228 [1952]; Z. analyt. 
Chem. 139, 319 [1953]. 
12 A, Kawe, Z. analyt. Chem. 115, 398 [1938]. 
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Darstellung von Octopin aus Sepiahaut 


Von 
Yosiyasu Humoto 
Aus dem chemischen Laboratorium des Universitits-Instituts fiir Fischereikunde, Kobe 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Mirz 1954) 


Die Octopoden nehmen im Tierreich eine Sonderstellung insofern 
ein, als sie nicht Harnstoff, sondern hauptsichlich Ammoniak und Pu- 
rinkérper im Harn ausscheiden!. Nach Henze? fehlt dem Muskel dieser 
Tiere die d-Milchsiure ganz, dagegen wurden geringe Mengen d,l-Milch- 
siure gefunden. Man konnte also vermuten, daB sich auch unter den 
basischen Extraktivstoffen der Octopodenmuskeln Substanzen finden 
lieBen, die sich von den entsprechenden bei Wirbeltieren konstitutionell 
und auch sterisch unterscheiden. 

K. Morizawa’, der sich unter Leitung von Prof. K. Maeda mit den ba- 
sischen Extraktivstoffen der Octopodenmuskeln beschaftigte, konnte eine neue 
Substanz aus der Argininfraktion abtrennen, die er ,,Octopin‘‘ nannte. Seiner An- 
gabe nach hat die Verbindung die Formel C,H,,0,N,, ihr Pikrat, lange gelbe Na- 
deln, ohne Kristallwasser, schmilzt bei 225°. Dieser Befund wurde von Maedas 
Schiilern* bestaétigt und das Octopin ist nicht nur aus Octopoden-, sondern auch 
aus Sepiakérper aufgefunden worden. S. Akashi® hat die Struktur des Octopins 
als |-Arginin-N-x-propionsaure aufgeklart. 

Alle diese Forscher haben ihr Octopin aber nicht aus rein abge- 
trennten Muskeln gewonnen sondern aus dem Fleisch mit anhaftendem 
Hautgewebe. T. Iseki® richtete daher seine Aufmerksamkeit auf die 
Lokalisation des Octopins in Octopoden- und Sepiakérpern und wihlte 
als Ausgangsmaterial 32 kg Octopodenmuskeln, die vdéllig frei von 
Hautgewebe waren. Dabei konnte er aus der Argininfraktion kein Octopin 
isolieren. 

Wenn der Befund Isekis richtig ist, ist es sehr wahrscheinlich, daB 
Octopin bei beiden Tierarten hauptsachlich im Hautgewebe und nicht 
in der Muskulatur vorhanden ist. Einer Aufforderung von Prof. M. 
Tomita folgend, habe ich eine Reihe von Hautgewebe-Proben von Octo- 
poden und Sepia auf ihren Gehalt an Octopin untersucht. Einmal 
konnte ich sehr viel getrocknete Sepiahiute bekommen, die bei der Be- 
reitung von Sepiafleisch-Konserven abgetrennt worden sind. Aus diesem 
sonst nutzlos verworfenen Material konnte Octopin sehr leicht und billig 
hergestellt werden. 

1 O. v. Fiirth, diese Z. 31, 353 [1900]. 

* M. Henze, diese Z. 48, 477 [1905]. 

° K. Morizawa, Acta scholae med. Univ. imp. Kioto 9, 285 [1927]. 

* S. Matsumoto, Acta scholae med. Univ. imp. Kioto 10, 287 [1928]. K. 
Maeda, ebenda, Kioto 18, 218 [1936]. 

° S. Akashi, J. Biochemistry (Tokyo) 25, 267 [1937]. 
° T. Iseki, diese Z. 208, 259 [1931]. 
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Beschreibung der Versuche 


100 g getrocknete Sepiahaut wurden wiederholt mit warmem Wasser extr. 
hiert und die gesammelten Ausziige nach der Tannin-Bleimethode enteiweiBt. Nach 
dem Entbleien mit Schwefelwasserstoff wurde die eingeengte Lésung mit Schwefe. 
siure angesiuert und mit Phosphorwolframsaure gefallt. Diese Phosphorwolffan. 
siure-Fallung zersetzte man auf bekannte Weise mit Baryt; die regenerierte Bag¢. 
lésung wurde mit Salpetersiure angesiuert und mit Silbernitrat gefallt. Nach }j. 
seitigung des geringfiigigen Purinbasen-Niederschlages wurde die Argininfraktioy 
nach dem Kossel-Kutscherschen Silber-Baryt-Verfahren hergestellt. Dic 
Silberverbindungen dieser Fraktion wurden mit verd. Schwefelsiure verriihrt un 
in der Warme mit Schwefelwasserstoff behandelt. Das Filtrat vom Schwefelsilbe, 
wurde eingeengt und die Schwefelsiure mit Baryt beseitigt. Nachdem iiberschiis. 
siger Baryt mit Kohlensiure ausgefallt worden war, wurde das Filtrat cingeeng 
und mit alkohol. Pikrinsiurelésung bis zur kongosauren Reaktion versetzt und i: 
der Kilte stehen gelassen. Es schieden sich 2,3 g gelbe Nadelchen aus, die nach 
Umkristallisieren aus heiBem Wasser bei 225° schmolzen. 

Das Pikrat ist in kaltem Wasser ziemlich schwer léslich und seine wisserig 
Lisung reagiert gegen Lackmus- und Kongo-Papier sauer. Auf Grund der Analys 
und der Eigenschaften wird die Substanz als mit Octopin-pikrat identisch an. 
genommen. 


C,H, ,0,Ny-C,H,0;N, Ber. C 37,89 H 4,45 Pikrinsdure 48,21 
Gef. C 38,08 H 4,76 Pikrinsiure 48,57 


Weitere Untersuchungen mit Octopushaut sind im Gang. 


Berichtigung 


Bd. 296 (1954), S. 223, FuBnote 35, lies ,,Ark. Kemi 7, Nr. 16 [1954].“ 
statt ,,Ark. Kemi 6 [1953/54], im Druck“. 
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( ber den Abfall der veresterten Fettsduren 
und der Aminosduren des Blutes nach Insukn 


Von 
W. Appel und K. J. Hansen 
Aus der Medizinischen Universititsklinik Kiel, Direktor: Prof. Dr. H. Reinwein 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Februar 1954) 


Das Hauptaugenmerk der bisherigen Untersuchungen tiber die 
Wirkungsweise des Insulins richtete sich auf seine Funktion im Kohlen- 
hydratstoffwechsel. In den Arbeiten, welche sich mit dem EinfluB des 
Insulins auf die Eiwei8- und Fettsynthese beschaftigten!, wurde ange- 
nommen, daB das Insulin nur mittelbar tiber eine Begiinstigung der 
Energiebildung aus der Kohlenhydratverbrennung EinfluB auf diese 
Stoffwechselgebiete gewinnt. Eine unmittelbare Wirkung des Insulins 
im Fett- und EinweiBstoffwechsel wurde bisher nur selten* erortert. 

Altere Untersuchungen iiber den Einflu8 des Insulins auf den Fettgehalt des 
Serums beim Normalen*® widersprechen sich zum Teil; auBerdem bestehen gegen 
ihre Auswertung aus methodischen Griinden Bedenken. Die Tatsache allerdings, 
da8 Pankreasexstirpation zur Fettmobilisation und daher zur Lipaimie‘ fiihrte, 
lieB vermuten, daB Insulin den Blutfettspiegel senken kann. Auch fanden schon 
Banting und Best®, daB die diabetische Lipamie nach Insulingaben zuriickgeht. 
Methodische Schwierigkeiten waren dann aber wohl die Ursache, da die Frage, 
wieweit Insulin den Blutfettgehalt beeinfluBt, jahrzehntelang ruhte. 

Einen Abfall des Aminostickstoffs im Blut fanden schon® Shanney und 
Shapiro, Luck, Morrison und Wilbur, ferner Lotspeich; Lotspeich u. 





1N, Baker, I. L. Chaikoff, u. A. Schusdek, J. biol. Chemistry 194, 435 
[1952]; R.O. Brady, D. W. Lukens u. 8. Gurin, ebenda 198, 459 [1951]; 
L.L. Forker, I. L. Chaikoff, C. Entenman u. H. Tarver, ebenda 188, 37 
[1951]; E. S. Haugaard u. W.C. Stadie, ebenda 199, 741 [1952]; M. E. Krahl, 
ebenda 200, 99 [1953]; G. Medes, A. Thomas u. S. Weinhouse, ebenda 197, 621 
[1952]; Ch. H. Best, Ann. intern. Med. 39, 433 [1953]; D. Stetten jr., J. Amer. 
med. Assoc. 150, 971 [1952]; K. Schreieru. H. Remsperger, Klin. Wschr. 31, 
430 [1953]; Biochem. Z. 322, 298 [1952]. 

2 K. Bloch, Annu. Rev. Biochem. 21, 273 [1952]; S. Ochoa u. I. R. Stern, 
ebenda 21, 547 [1952]; H. Borsock u. C. L. Deasy, ebenda 20, 209 [1951]; 
A. Mirsky, Recent Progr. Hormone Res. 7, 437 [1952]. 

* P. Trendelenburg, Die Hormone, Bd. 2, Springer-Berlin, 1934; I. P. Pe- 
tersu. D.D. van Slyke, Quantitative clin. Chemistry, Interpretations, Vol. I, 
Baltimore 1946. 

4 J. v. Mering u. O. Minkowski, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 26, 371 [1889]. 

> F.G. Banting u. Ch. H. Best, J. metabol. Res. 2, 136 [1922]. 

6 N. W. Shanney u. I. Shapiro, Arch. Int. Med. 38, 96 [1926]; I. M. Luck, 
G. Morrison u. L. F. Wilburg, J. biol. Chemistry 151, 77 [1928]; W. D. Lot- 
Speich, ebenda 179, 175 [1949]; W. D. Lotspeich u. I. B. Shelton, ebenda 185, 
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Shelton; Bone u. Reid; Harris u. Harris; Frame u. Russe]; Ingle 
Prestrud u. Nezamis u. a. Die beiden letzteren Autorengruppen stellten in 
Gegensatz zu Bone bzw. Harris schon fest, daB der nach Insulin cinsetzende 
Abfall des Blutaminostickstoffs nicht durch die Hohe des Blutzuckers beeinflugt 
wird. 


Eigene Untersuchungen 
Methodik 


In drei Versuchsreihen wurden bei jeweils 10 stoffwechsel- und lebergesunden 
Versuchspersonen niichtern (6 Uhr) und 60, 180, — wenn notwendig auch 30, 120 
und 240 Min. nach subcutaner Injektion von 0,05 E, 0,075 E und 0,1 E Insulin-Noyo 
(glukagonfrei) pro kg Gew. der Blutzucker, die veresterten Fettsiuren, die Cho. 
lesterinester und der Lipoidphosphor im Serum bestimmt. Zum Vergleich wurden 
bei 10 weiteren, ebenfalls stoffwechsel- und lebergesunden Versuchspersonen im 
niichternen Zustand zu den gleichen Zeitabstanden die gleichen Analysen ausge. 
fiihrt. In 7 Fallen der Leerversuche wurde an Stelle von Insulin physiologische 
Kochsalzlésung injiziert. 

Ferner wurden in 2 Versuchsreihen bei 10 ebenfalls gesunden Versuchs. 
personen morgens niichtern und 60, 180 bzw. 240 Min. nach gleichzeitiger Gabe 
von 114 g Dextrose per os und 0,1 bzw. 0,2 E Insulin s. c., beides pro kg Gewicht, 
die gleichen Bestimmungen wie vordem ausgefiihrt. 

In 4 weiteren Versuchsreihen wurde morgens niichtern 1/¢, 1/2; und 1/15) E 
aus einer selbsthergestellten Losung krist. Insulins (Novo) pro kg Gewicht bzw. das 
Lésungsmittel intravenés gegeben und vorher und 30, 60 und 90 Min. danach der 
Blutzucker und die veresterten Fettsiuren ermittelt. Von einer Analyse der Chole- 
sterinester und des Lipoidphosphors wurde in diesen Versuchen abgesehen, da 
nach dem Ausfall der vordem genannten Versuche keine Anderung zu erwarten war. 

In 4 anderen Versuchsreihen von je 10 Versuchspersonen wurde auch das 
Verhalten des Aminostickstoffs des Serums nach Gabe von 0,05; 0,75; 0,1 und 0,2 E 
Insulin pro kg Gewicht s. c. zu den gleichen Zeitabstaénden wie oben ermittelt und 
ebenso wie vordem der Aminostickstoff nach gleichzeitiger Gabe von Dextrose und 
Insulin bestimmt. AuBerdem wurde zum Vergleich dieser Befunde das Verhalten 
des Blutaminostickstoffs nach alleiniger Dextrosegabe festgestellt. 

Die veresterten Fettsiuren wurden nach Bauer und Hirsch’ in einer gering 
von uns modifizierten Methode® bestimmt. Auf die genaue Einhaltung des dort 
geschilderten Verfahrens wird hingewiesen. Die Streuung bei Doppelbestimmungen 
betrug + 2,28% (o = + 2,8; e =0,8). In Wiederauffindungsversuchen traten 
Verluste von — 6,2% (o = + 2,9; ¢ = 0,8) auf. An jedem Versuchstag wurde 
ein Wert zur Kontrolle der Eichkurve mitanalysiert. 

Um eine gréBere methodische Sicherheit zu erreichen, wurden ferner die 
Fettsiureanalysen in einer Reihe von Versuchen zusatzlich nach der titrimetrischen 
Methode von Smith und Kirk® durchgefiihrt. Dabei ergaben sich die gleichen 
Versuchsergebnisse wie bei dem sonst verwandten kolorimetrischen Verfahren. 

Die Cholesterinester wurden nach der von Schmidt-Thomé!® entwickelten 
und von Leupold! modifizierten Methode ermittelt. Die Lipoidphosphoranalysen 
wurden nach Krainick™ ausgefiihrt. 


221 [1951]; A. H. Bone u. C. Reid, J. Physiology 107, 5 b [1948]; M. M. Harris 
u. R.S. Harris, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 64, 471 [1947]; E. G. Frame u. i. 
A. Russel, Endocrinology 39, 24 [1946]; D. J. Ingle, M.C. Prestrud u. LE. 
Nezamis, Amer. J. Physiol. 150, 682 [1947]. 

7 F.C. Bauer u. E. F. Hirsch, Arch. Biochemistry 20, 242 [1949]. 

8 W. Appel u. K. J. Hansen, Z. exp. Med. 122, 258 [1953]. 

® M. Smith u. A. Kirk, J. biol. Chemistry 168, 391 [1933]. 

10 T. Schmidt-Thomé u. H. Augustin, diese Z. 275, 190 [1942]. 
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Die Aminostickstoffbestimmung erfolgte nach Herrnring und Borelli!® 
in der Modifikation von Pope und Stevens!*, bei welcher die verwandte Kupfer- 
chloridlésung mit dem Boratpuffer vor der Zugabe der tertiaren Natriumphosphat- 
jisung 1, Stde. am RiickfluBkithler gekocht wird. Ferner benutzten wir bei der 
Titration eine Stirkelésung von besonders genauem Umschlagspunkt. Die Streuung 


pei Doppelbestimmungen betrug 1,8% (o + 2,1; e¢ — 0,7). In Wiederauf- 
findungsversuchen mit den Aminosauren Glykokoll, Alanin, Leucin pnd Arginin 
traten Verluste von — 2,7% (o = + 2,9, e = 0,5) auf. 


Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tab. 1—6 in Form der abso- 
luten Mittelwerte bzw. der Mittelwerte der relativen Abweichungen vom jeweiligen 
Niichternwert samt Streuung und mittlerem Fehler der Mittelwerte wieder- 


gegeben. 


A. Die Beziehungen zwischen Insulindosis, Blutzucker 
und veresterten Fettséiuren des Serums 
1. Versuche mit Insulin allein 

a) bei subeutaner Anwendung: 

Wie aus Tab. 1 hervorgeht, sinkt der Gehalt des Serums an ver- 
esterten Fettsiuren nach 0,05 E Insulin-Novo (glukagonfrei) pro 
kg Gewicht s.c., noch bevor eine Anderung im Blutzuckerspiegel ein- 
tritt, um durchschnittlich 0,7 mAquiv. Palmitinsiure-methylester// 
Serum (o = + 0,6; ¢ = 0,17), d. h. um durchschnittlich 18,5 mg°, 
Palmitinsiiure-methylester-Aquivalente ab. Der Beginn des Abfalls ist 
schon 30 Min. p.i. nachweisbar und erreicht bei 90 Min. seinen Hohe- 
punkt. Langsam bahnt sich in den folgenden Stunden ein Ausgleich an. 
Wihrend der Versuchsdauer wiesen der Cholesterinestergehalt bzw. 
die Lipoidphosphorfraktion des Serums keinerlei verwertbare Schwan- 
kungen auf. Hieraus folgt, daB vorwiegend die Neutralfette des Serums 
absanken. Bei den Versuchspersonen, welche statt Insulin eine Injek- 
tion von physiologischer Kochsalzlésung erhielten, blieb der Gehalt des 
Serums an veresterten Fettsiuren auf gleicher Hohe. 

Mit Steigerung der Insulindosis auf 0,075 E pro kg Gew. s. c. 
nimmt der Abfall der veresterten Fettsiurem im Serum auf durch- 
schnittlich 1,5 mAquiv. Palmitinsdure-methylester // Serum (¢ = + 0,7; 
e = 0,2) zu. Auch erstreckt sich jetzt die blutfettsenkende Wirkung des 
Insulins iiber eine langere Zeitspanne. Die blutzuckersenkende Wirkung 
des Insulins ist dagegen bei dieser Dosis nur erst angedeutet vorhanden 
und statistisch nur schwach signifikant. Die Cholesterinester im Serum 
bleiben unbeeinfluBt, waihrend der Lipoidphosphorgehalt einen nur ge- 
ringen Abfall aufweist. 

Bei einer Dosis von 0,1 E Insulin pro kg Gew. s. c. erreicht der Ab- 
fall der veresterten Fettsdéuren 240 Min. p.i. im Durchschnitt 1,95 m- 
Aquiv. Palmitinsiure-methylester/! Serum (o > 0,6; ¢ = 0,2). Erst jetzt 
wird eine eindeutige Senkung auch des Blutzuckers sichtbar. Der Chol- 
esterinestergehalt des Serums und die Phosphatidfraktion zeigen wie- 


8 G. Herrnring u. S. Borelli, Klin. Wschr. 26, 420 [1948]. 
4 C.G. Pope u. M. F. Stevens, Biochem. J. 38, 1070 [1939]. 
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Tab. 1. Blutzucker und Lipoidfraktione, 





























Blut- Verestert 
Injektion Zeit zucker o Fa Fett. 
sauren 
mg-% | mAquiy, 
niichtern 94 8,8 3,0 14,9 
Physio- 60 Min. p. i. 96 9,4 3,5 14,8 
logische 
NaCl- 180 Min. p. i. 97 9,1 5,4 14,8 
Loésung 
[| 240Min.p.i, | 97 5,3 2,6 14,8 
niichtern 91 5,1 1,6 13,3 
30 Min. p. i. 92 6,8 2,8 
0,05 E 60 Min. p. i. 91 7,1 2,2 12,8 
Insulin 
je kg 90 Min. p. i 91 5,8 2,0 
Gewicht s. c. 
180 Min, p. i. 90 6,1 1,9 12,7 
240 Min. p. i. 
niichtern 90 8,6 2,7 15,2 
30 Min. p. i. 89 p3 3,6 
0,075 E 60 Min. p. i. 86 10,1 3,2 14,] 
Insulin 
je kg 90 Min. p. i. 85 9,7 4,3 
Gewicht s.c. 
180 Min. p. i. 84 9,4 3,9 13,6 
240 Min. p. i. 89 7,9 3,5 
niichtern 90 6,4 2,1 15,7 
0,1 E 60 Min. p. i. 83 6,1 2,0 14, 
Insulin 
je kg 180 Min. p. i. 78 11,2 3,7 13,8 
Gewicht s.c. 
240 Min. p. i. 78 8,2 2,9 13,6 


derum keine verwertharen Anderungen, d.h. auch bei dieser Insulin- 
dosis fallen vor allem die Neutralfette des Serums ab. 


Der Abfall der Neutralfette laBt sich nicht genau bestimmen, da ja der Gehalt 
des Serums an Neutralfetten erst durch Subtraktion von Phosphatiden und 
Cholesterinestern vom Gesamtfett errechnet wird und daher immer Fehlerméglich- 
keiten gegeben sind. Legt man die Zahlen von Peters und van Slyke iiber den 
Neutralfettgehalt des Serums (3,1 mAquiv., 0 — 1,4 — welche Menge nach 0,1 E 
Insulin pro kg Gew. s.c. in unseren Versuchen eine Senkung des Neutralfett- 
spiegels des Serums um durchschnittlich 50%, ein. 


b) bei intravendser Anwendung: 
Zur Uberpriifung der vordem erhobenen Befunde und auch um die minimale 
Insulindosis zu ermitteln, welche i. v. gegeben noch einen blutfettsenkenden Effekt 
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des Serums nach subcutaner Insulingabe. 
2elativer | Lipoid- Relativer Chole- 
Abfall | o € phosphor| Abfall a € sterinester 
mAquiv. | | mg-% mg-%, mg-%, 
7,1 0,8 0,26 136 
0,13 0,37 0,14 7,0 139 
0,09 0,33 0,12 1,2 140 
=01 0,42 0,21 teh 135 
6,8 ~ 0,9 0,3 115 
0,74 0,71 0,37 ws 
0,61 0,55 0,17 6,9 114 
—0,76 0,49 0,17 = si 
0,57 0,61 0,19 6,8 119 
0,20 0,48 0,23 6,7 117 
6,9 — 1,0 0,4 167 
—0,53 0,6 0,3 _ aie 
—1,03 0,8 0,3 6,7 —0,22 0,19 0,08 171 
—1,48 0,7 0,3 — = 
—1,51 0,7 0,2 6,6 —0,3 0,28 0,12 165 
—1,26 1,0 0,4 6,6 —0,3 0,18 0,08 171 
6,1 -- 1,2 0,5 122 
—0,87 0,8 0,3 6,1 120 
—1,91 0,9 0,3 6,2 121 
—1,95 0,6 0,2 6,0 111 

















aufweist, wurde anschlieBend bei 4 Versuchsgruppen !/¢9, !/,; und !/,99 E Kristall- 
insulin pro kg Gew. bzw. das Lésungsmittel des Insulins i. v. gegeben und die 
veresterten Fettsiuren und der Blutzucker zu dem vordem angegebenen Zeitpunkt 
bestimmt. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tab. 2 bzw. Abb. 1 enthalten. 

Wie Tab. 2 und Abb. 1 zeigen, sinkt der Blutzucker nach 1/¢ 
und #/,, E Insulin pro kg Gew. i. v. um durchschnittlich 10,3° bzw. 
6,9% ab. Der Abfall der veresterten Fettsiuren betragt bei 1/,, E In- 
sulin durchschnittlich 1,1 mAquiv und bei 1/,, E Insulin durchschnitt- 
lich 0,8 mAquiv./1 Serum. Nach Injektion des Insulinlésungsmittels 
treten keine Veraénderungen im Gehalt des Serums an veresterten Fett- 
sduren auf. 
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Tab. 2. Blutzucker und veresterte Fettsiuren des Serums 
nach intravenéser Insulingabe. 





























Blut- Verest. ig 
Injektion | Zeit zucker o |Fettsdure| o e 
mg % mAquiv. 
| N 97 14,3 14,8 2,23 | 07 
'/¢9 E krist. Insulin pro 30’ 80 15,8 13,6 3,76 12 
kg Gew. i. v. | 60’ 92 9,5 13,9 2,45 | 08 
n= 10 90’ 95 12,3 14,1 2,53 | 0,8 
p. i 
N 87 7,5 15,1 3,38 | 0.9 
'/,,; EK krist. Insulin pro 30’ 81 7,0 14,3 3,02 | 08 
kg Gew. i. v. 60’ 84 6,2 14,5 3,27 | 0,9 
n=—10 90’ 85 8,2 14,5 4,05 | 12 
p- i 
N 87 10,3 13,4 2,05 | 05 
'/,99 EK krist. Insulin pro 30’ 84 10,1 12,9 2,35 | 0,5 
kg Gewicht i. v. 60’ 84 9,5 13,0 2,46 | 06 
n 16 90’ 85 8,0 13,3 2,52 | 0,6 
p.1, 
N 81 8,2 15,6 3,1 1,3 
Insulinlésungsmittel 30’ 80 9,0 15,6 3,06 1,3 
von pH = 3 i.v. 60’ 82 8,1 15,6 3,1 1,3 
n=8 90’ 81 8,9 15,6 3,0 1,3 
p. i. 























J ad | } | | 
i, 90 60 9 330 6 9 30 60 9 
mAquiv. Min.p.i. —— 





Abb. 1. Das Verhalten des Blutzuckers im Vergleich zu den veresterten Fettsauren 
des Serums nach intravendser Insulingabe. 
A: 1/69 E Insulin, B: 1/,, E Insulin, C: 1/199 E Insulin; Kurven 1: Blutzucker, 
Kurven 2: veresterte Fettsauren. 


Eine Anderung des Blutzuckerspiegels ist nach 1/Jo9 E Insulin 
pro kg Gew. i. v. nur noch angedeutet vorhanden. Dagegen sinkt der 
Blutfettspiegel bei 4/j9, E Insulin im Mittel noch um 0,5 mAquiv. 
Palmitinsiure-methylester// Serum, d.h. berechnet auf den Neutral- 
fettgehalt des Serums noch um durchschnittlich 14% ab. 


In den Versuchen mit i. v. Insulinanwendung wird demnach be- 
statigt, daB die blutfettsenkende Wirkung des Insulins schon bei 
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einer Dosis vorhanden ist, bei welcher noch keine sichere blutzucker- 
senkende Wirkung nachgewiesen werden kann. 


é 
= Versuche mit Insulin bei gleichzeitiger 
me Gabe von Dextrose ; 
yf 
12 Um festzustellen, wieweit Schwankungen in der Hohe des Blutzuckers die 
0,8 Wirkung des Insulins beeinflussen, wurden anschlieBend die veresterten Fett- 
0,8 siuren, die Cholesterinester und der Lipoidphosphor nach gleichzeitiger Gabe 
yon Dextrose und Insulin (siehe Methodik), wobei es zu einem voriibergehenden, in 
seinem AusmaB und in seinem Verlauf wechselnden Anstieg des Blutzuckers 
o8 kommt, analysiert. Die Versuchsergebnisse sind in Tab. 3 enthalten. 
po Zum Verstandnis der Ergebnisse aus diesen Versuchen muB erwahnt werden, 


12 daB durch eine perorale Gabe von 114 g Dextrose pro kg Gewicht, wie in einer 
bal , of . . . e* 

friheren Veréffentlichung® schon gezeigt wurde, ein voriibergehender, von der 
relativen ErhOhung des Blutzuckers unabhangiger Anstieg der veresterten Fett- 


0,5 siuren um 1,68 mAquiv. Palmitinsaure-methylester/l Serum (o = + 0,8, e = 0,2), 
0,5 und wie die gleichzeitige Bestimmung der Cholesterinester und des Lipoidphosphors 
0,6 ergab, vorwiegend ein Anstieg des Neutralfettes entsteht. Eine Veranderung des 
0,6 Seramfettsiurespiegels in den Versuchen, in denen gleichzeitig Dextrose und 


Insulin gegeben wurde, wird demnach das Resultat aus einem blutfettsteigernden 
und blutfettsenkenden Vorgang darstellen. 


: Wie Tab. 3 zeigt, sinkt der Blutfettgehalt bei gleichzeitiger Gabe 
2 von 0,1 E Insulin pro kg Gew. s.c. mit 114 g Dextrose pro kg Gew. 
3 peroral um 0,53 mAquiv. Palmitinsiaure- methylester/! Serum (¢ = + 


0,18; ¢ = 0,07) ab. Diese Fettsaiureabfall entspricht, wenn man die vor- 
dem angegebene Streubreite der Versuche beriicksichtigt, relativ genau 
der errechneten Differenz zwischen der blutfettsteigernden Wirkung von 
11, g Dextrose pro kg Gew. peroral (+ 1,68 mAquiv.; o = 0,8) und 
der blutfettsenkenden Wirkung von 0,1 E Insulin pro kg Gew. s. c¢. 
(1,95 mAquiv.; o = 0,6). Die Wirkung von 0,1 E Insulin pro kg Gew. 
s.c. auf den Blutfettgehalt wurde demnach, wenn Insulin gemeinsam 
mit Dextrose gegeben wird, in ihrer Starke im Vergleich zu den Ver- 
suchen, in denen Insulin allein gegeben wurde, nicht wesentlich ver- 
andert. 

Wie Tab. 3 weiter zeigt, ist bei einer Dosis von 0,2 E Insulin schon nach 
60 Min. ein Abfall der veresterten Fettséuren um durchschnittlich 1,1 mAquiv. 
eingetreten, wahrend der Blutzuckeranstieg sich zu diesem Zeitpunkt noch nicht 
1 gegentiber den Versuchen, in welchen nur 0,1 E Insulin zusammen mit Dextrose 
gegeben wurde, unterscheidet. Ferner ergibt sich aus Tab. 3, daB der Blutzucker- 
anstieg in den Versuchen, in denen Insulin und Dextrose zusammen gegeben 
wurden, eine erhebliche Streubreite aufweist, wahrend die Streuung des Fettsaure- 
abfalls in der gleichen Versuchsreihe relativ gering ausfallt. 


, Diese Erhebungen werden dahin gewertet, daB der nach Insulin 
einsetzende Abfall des Blutfettgehaltes vor allem von der Insulindosis 
abhiingt, und das Verhalten des Blutzuckers als weitere Bedingung bei 
den in unseren Versuchen eingehaltenen Grenzen keine Bedeutung 
besitzt. 
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Tab. 3. Blutzucker und Lipoidfraktionen des Serum; 

















relat. Ver- | =e 
Injektion Zeit Blutzucker anderung o é 
mg-%,, mg 

N 85 6,5 29 
0,1 E Insul. 60’ 116 +30 34,2 15,3 
+ 1,5 g Dex- 180’ 85 0 41,7 18,6 
trose pro 240’ 92 + 7 35,3 15,9 
kg Gew. p. i. 

N 93 8,5 32 
0,2 E Insulin 60’ 122 +29 24,8 8,3 
+ 1,5 g Dextrose 180’ 76 —17 113 46 
pro kg Gew. 240’ 79 —14 13,3 6,6 

Dp: 2. 








B. Die Beziehungen zwischen Insulindosis, Blutzucker 
und Aminostickstoff des Serums 


Die Beziehungen, welche sich zwischen Aminostickstoff des Se. 


1. Versuche mit Insulin allein 


rums, Blutzucker und Insulindosis ergeben, zeigt Tab. 4. 


Tab. 4. Der Aminostickstoff des Serums nach subcutaner Insulingabe. 











Blut- Amino- | relativer 
Injektion Zeit zucker |stickstoff| Abfall o é 
mg- % mg- % mg- % 
N 91 3,99 0,25 | 0,08 
0,05 E Insulin pro 30’ 92 
kg Gewicht s. c. 60’ 91 3,98 
90’ 91 
180’ 90 3,99 
240’ 3,96 
p. i. 
N 90 4,14 0,40 | 0,13 
0,075 E Insulin pro 30’ 89 
kg Gewicht s. c. 60’ 86 4,16 
: 90’ 85 
180’ 84 4,14 
240’ 89 4,13 
p-i 
N 90 4,18 0,46 | 0,15 
0,1 E Insulin pro 60’ 83 4,05 — 0,13 | 0,27 | 0,09 
kg Gewicht s. c. 180’ 78 3,89 — 0,27 0,32 | 0,10 
240’ 78 3,91 — 0,27 | 0,24 | 0,08 
p-i 
N 4,14 
0,2 E Insulin pro 60’ 4,00 — 0,14 
kg Gewicht s. c. 180’ 3,77 — 0,37 
240’ 3,69 — 0,45 
Dik 
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nach gleichzeitiger Dextrose und Insulingabe. 








verest. ’ Dede Cholestrin- 
Fettsiiuren rel. Abfall o e Lipoid-P | __ rel. Abfall ester 
mAquiv. mAquiv. mg-%, mg-%, mg-% 
15,6 1,2 162 
15,3 —0,24 0,21 | 0,07 7,07 0,13 : 177 
15,0 —0,53 0,18 | 0,06 6,97 —0,23 Wied 
15,2 —0,40 0,1 0,03 7,09 —0,12 173 
18,0 6,71 165 
16,9 —1,09 0,68 | 0,2 6,56 —9,15 155 
16,6 —1,38 0,54 | 0,2 6,46 —0,25 162 
16,7 —1,30 0,61 | 0,2 6,45 —0,26 161 




















Man erkennt aus Tab. 4, daB bei einer Insulindosis von 0,05 bzw. 
0,075 E pro kg Gew. s. c. noch keine Wirkung auf den Aminostickstoff- 
gehalt des Serums nachweisbar ist. Erst bei einer Dosis von 0,1 E In- 
sulin pro kg Gew., welche einen Abfall des Blutzuckers um durch- 
schnittlich 15°% bewirkt, sinkt der Aminostickstoffspiegel des Serums 
von durchschnittlich 4,18 auf 3,91 mg% — im Mittel um 0,27 mg®, 
(o = 0,24; ¢ = 0,08) ab. Der Abfall nimmt bei einer Dosis von 0,2 E 
Insulin pro kg Gewicht auf 0,45 mg% zu. 


2. Versuche mit Insulin bei gleichzeitiger 
Gabe von Dextrose 


Bevor untersucht werden konnte, in welchem MaBe sich der Aminostickstoff- 
gehalt des Serums bei gleichzeitiger Anwendung von Dextrose und Insulin ver- 
andert, wurde nochmals iiberpriift, wieweit Dextrose allein den Gesamtamino- 
stickstoffgehalt des Serums beeinfluBt. 

Die Angaben iiber das Verhalten des Aminostickstoffs im Serum nach Dex- 
trosegaben!> sind uneinheitlich. Munro und Thomsen" selbst stellten nach 50 g 
Dextrose peroral einen deutlichen Abfall fast aller Aminosauren des Serums, in der 
Gesamtsumme bis zu 20% fest. Dagegen fanden Schreier und Remsperger’® 
im Staub-Traugott-Versuch nur ein Absinken des Isoleucins. Da aber diese Amino- 


Tab. 5. Der Aminostickstoff des Serums nach Gabe von 114 g Dextrose pro kg Gew. 





























peroral. 
Blut- Amino- 
Gabe von Zeit zucker o stickstoff o € 
mg- mg-" 
N 91 9,3 4,25 0,52 | 0,13 
l',g Dextrose 60’ 168 24,8 4,19 0,42 | 0,11 
pro kg Gew. peroral 90’ 129 19,8 4,21 0,46 | 0,11 
n = 12 180’ 94 13,6 4,15 0,38 | 0,09 
p. ¢. 


1 H.H. Munro u. W. St. Thomsen, Metabolism 2, 354 [1953]. 
16K. Schreier u. H. Remsperger, Klin. Wschr. 31, 430 [1953]. 
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siure nur etwa 10°, der Gesamtmenge im Serum ausmacht, kann dic Gesamt. 
summe der Aminosaiuren durch ihren Abfall kaum beeinfluBt werden. 

Auch wir fanden, wie Abb. 5 zeigt, in 12 Versuchen nach peroraler Gabe yon 
11, g Dextrose keinen statistisch gesicherten Abfall in der Gesamtmenge der Amino. 
siuren des Serums. 


AnschlieBend wurde, um auszuschlieBen, da der vordem nach alleiniger « 


Insulingabe auftretende Abfall des Aminostickstoffs nur mittelbar als Volge der 
einsetzenden Blutzuckererniedrigung zustande kommt, in 12 Versuchen der Amino. 
stickstoffgehalt des Serums, wie vordem bei den Fettsiurebestimmunven, nach 
gleichzeitiger Gabe von 1!, g Dextrose peroral und 0,1 bzw. 0,2 E Insulin pro 
kg Gewicht s.c. ermittelt. Das Ergebnis dieser Untersuchungen ist in Tab. 6 
wiedergegeben. 


Tab. 6. Der Aminostickstoff des Serums nach gleichzeitiger Gabe von Dextrose 
und Insulin. 





























Amino- 
Sans ; Blut- relat. stick- relat. 
Injektion Zeit | zucker | Verand. stoff Abfall o é 
mg-% mg mg-% | _mg-% 
N 85 4,20 
0,1 E Insulin 60’ 116 + 30 4,15 — 0,06 | 0,09 | 0,03 
+1,5gDex- | 180’ 85 0 3,95 | —0,25 | 0,09 | 0,03 
trose pro 240’ 92 + 7 3,99 — 0,21 | 0,08 | 0,03 
kg Gew. p. i. 
N- 93 4,21 
0,2 E Insulin 60’ 122 + 29 4,07 — 0,14 | 0,13 | 0,04 
+ 1,5 g Dex- 180’ 76 —17 3,84 — 0,37 | 0,11 | 0,04 
trose pro 240’ 79 — 14 3,88 — 0,33 | 0,22 | 0,07 
kg Gew. p. i. 


Wie schon Ingle, Prestrud und Nezamis bzw. Frame und 
Russel® feststellen, ist, wie Tab. 6 zeigt, der nach Insulin einsetzende 
Abfall des Blutaminostickstoffspiegels vom Verhalten des Blutzuckers 
weitgehend unabhingig und, wie bei dem vordem gezeigten Absinken 
der veresterten Fettsiuren, vor allem an die Héhe der Insulindosis ge- 
bunden. 


Besprechung der Ergebnisse 


Nach unserem Untersuchungen erniedrigt Insulin sowohl bei sub- 
cutaner als auch intravendser Anwendung in einer Dosis, bei welcher 
noch keine sicher nachweisbare Wirkung auf den Blutzucker vorhanden 
ist, bereits den Gehalt des Serums an veresterten Fettsiuren um durch- 
schnittlich 0,5—0,7 mAquiv. Palmitinséure-methylester/l Serum. Da- 
bei fallen vorwiegend die Neutralfette ab, wie die gleichzeitige Bestim- 
mung des Lipoidphosphors und der Cholesterinester ergibt. Die Wir- 
kung des Insulins auf den Blutaminostickstoffspiegel, welche schon 
verschiedentlich im Schrifttum beschrieben wurde, setzt dagegen erst 
bei einer Dosis ein, welche schon einen deutlichen Abfall des Blut- 
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mckers erzeugt. An erster Stelle wirkt demnach das Insulin auf den 
Blutfettgehalt, an zweiter Stelle folgt die Einwirkung auf den Blut- 
yucker und erst danach beginnt der Aminostickstoff im Serum abzu- 
sinken. 

Der nach Insulin auftretende Abfall der veresterten Fettsauren 
und des Aminostickstoffes des Serums weist, wie Versuche mit gleich- 
zeitiger Gabe von Insulin und Dextrose bei dadurch bedingtem regel- 
losem Verlauf des Blutzuckers ergaben, keinerlei Beziehungen zum Ver- 
halten des Blutzuckerspiegels auf, sondern hingt vor allem von der 
Insulindosis ab. Diese Tatsache und auch der Nachweis, daB die Wirkung 
des Insulins auf Blutfett und Blutaminostickstoff schon bei einer sehr 
kleinen Dosis einsetzt, werden als Hinweis dafiir gewertet, daB die Sen- 
kung des Blutfett- und Aminostickstoffspiegels nicht durch Verdande- 
rungen im Kohlenhydratstoffwechsel ausgelést wird, mdglicherweise 
iiber gegenregulatorisch bedingte Stoffwechselvorgange zustandekommt, 
sondern auf einer unmittelbaren Insulinwirkung beruht. 


Die hier beschriebene, durch eine unmittelbare Insulinwirkung er- 
zeugte Senkung des Blutfett- und Aminostickstoffspiegels wird nur unter 
der Annahme einer durch Insulin vermittelten Beschleunigung des ak- 
tiven Transportes dieser Substanzen durch die Zellmembran ins Zell- 
innere!”? verstaéndlich, ahnlich wie auch der Transport von Galaktose, 
d(+)-Xylose und 1(+)-Arabinose zum Gewebe hin, wie Levine, 
Goldstein, Huddlestum und Klein bzw. Goldstein, Henry, 
Huddlestum und Levine?’ zeigten, durch Insulin eine Beschleunigung 
erfahrt. Diese als unspezifisch zu benennende Insulinwirkung hangt in 
ihrer Wirkungsstarke, wie auch unsere Versuche ergaben, von der Lipoid- 
léslichkeit, insbesondere wie Levine und seine Mitarbeiter nachwiesen, 
von der chemischen Struktur der wandernden Stoffe ab und wird ferner 
in ihrem AusmaB, wie dies Stadie, Haugaard und Vaughan an- 
nehmen, durch eine besondere chemische Bindung des Insulins an die 
Zellmembran. bestimmt. 


Der Nachweis einer solchen unmittelbaren Insulinwirkung auf den 
Blutfett- und Blutaminostickstoffgehalt fiihrt zu der Auffassung, dab 
das Insulin nicht allein mittelbar, d. h. iiber seine Tatigkeit im Kohlen- 
hydrat-Stoffwechsel die Eiweif- und Fettsynthese férdert, sondern 
auch durch Anreicherung der notwendigen Bausteine im Gewebe, wie 
dies Lotspeich® schon fiir die Aminosdiuren zeigte, einen unmittel- 
baren anabolen EinfluB im Fett- und EiweifSstoffwechsel, also auch eine 
unmittelbar hemmende Wirkung auf die Gluconeogenie und die Keto- 
genese austbt. 

” Th. Rosenberg u. W. Wilbrandt, Encymatic Processes in Cellmembrane 
Penetration. Manuskript 1952; E. Ross, J. Physiology 116, 414 [1952]. 

® R. Levine, M.S. Goldstein, B. Huddlestum u. &. P. Klein, Amer. 
J. Physiol. 168, 70 [1950]; M.S. Goldstein, L. Henry, B. Huddiestum u. 
R. Levine, Federation Proc. 11, 56 [1952]. : 
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Zusammenfassung 


Ein Vergleich der quantitativen Insulinwirkungen auf den Blutfett. 
Blutzucker- und Blutaminostickstoffspiegel ergibt, daB Insulin zuerst 
den Blutfettgehalt senkt, an zweiter Stelle folgt die Wirkung auf de, 
Blutzucker und erst bei weiterer Dosissteigerung beginnt auch de 
Aminostickstoff abzufallen. 

Es wird angenommen, daB die schon bei sehr kleiner Insulindogis 
auftretende Senkung des Blutfett- und Blutaminostickstoffgehalte 
auf einer unmittelbaren vom Verhalten des Blutzuckers unabhaingiger 
Insulinwirkung beruht und durch eine unspezifische Beschleuniguy 
des aktiven Transportes dieser Substanzen zustande kommt. 

Es folgt aus unserer Untersuchung die Annahme, daB das Insulin 
nicht nur mittelbar iiber eine Transformation der Energie aus dem 
Kohlehydrat-Stoffwechsel eine anabole Wirkung im EiweiB- und Fett. 
stoffwechsel aufweist, sondern auch unmittelbar durch Anreicherung 
der notwendigen Bausteine im Gewebe die EiweiB- und Fettsynthes 
fordern bzw. die Gluconeogenie und Ketogenese hemmen kann. 
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Der Aminosaurengehalt des menschlichen Urins 


Von 
Dieter Miiting : 


{us dem Forschungsinstitut fiir Diabetes, Karlsburg, Kr. Greifswald 
(Direktor: Professor Dr. Gerhardt K ats ch) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Februar 1954) 


Die Tatsache, daB der menschliche Urin eine Reihe von Amino- 
siuren enthalt, ist seit langem bekannt und vor allem durch Bestimmun- 
ven des Aminostickstoffes belegt worden. Jedoch ist es erst in jiingster 
Zeit durch die Einfiihrung der Papierchromatographie (PCG) und mikro- 
biologischer Aminoséurenanalysen moglich, den gréBten Teil der Harn- 
aminosiuren zu identifizieren und auch quantitativ zu erfassen. Dabei 
handelt es sich vor allem um Analysen leichter bestimmbarer Amino- 
siuren bei einzelnen Gesunden, waihrend meines Wissens eine quanti- 
tative Zusammenstellung aller im nativen und hydrolysierten mensch- 
lichen Urin vorkommenden Aminosauren bei einer gréBeren Anzahl von 
Versuchspersonen nicht existiert. AuBerdem hat man bis jetzt anschei- 
nend noch nicht die Menge der gefundenen Harnaminosauren zu dem 
z-Amino-Stickstoff des 24-Stdn.-Urins in Beziehung gesetzt. Dieser 
mu theoretisch der Summe der Stickstoffanteile der einzelnen Amino- 
siuren entsprechen. In der vorliegenden Arbeit soll der Versuch gemacht 
werden, diese beiden Liicken auszufiillen. 


Methodik 


Als Versuchspersonen dienten 20 Manner im Alter von 17—67 Jahren und 
20 Frauen im Alter von 18—61 Jahren. Die Kérperlinge schwankte bei den Man- 
nern zwischen 166 und 184 cm, bei den Frauen zwischen 151 und 178 cm, das 
Korpergewicht betrug bei den Mannern 51—92 kg, bei den Frauen 52—72 kg. Die 
Urinmenge umfaBte bei den Mannern 600—1700 ccm, bei den Frauen 550 bis 
1500 ccm. 

Bei allen Versuchspersonen konnte nach griindlicher internistischer bzw. auch 
gynikologischer Untersuchung einschlieBlich einer Réntgendurchleuchtung der 
Brustorgane, Blutsenkung, Blutbild, Bestimmung des SerumeiweiBgehaltes und 
Urinstatus kein krankhafter Befund erhoben werden. Als Untersuchungsmaterial 
diente der frische 24-Stdn.-Urin, der in allen Fallen eiweiSfrei gefunden wurde 
(Sulfosalicylsiurereaktion). 20 ccm Urin wurden sofort mit der gleichen Menge 
6-n.HCl versetzt, 20 Stdn. auf dem kochenden Wasserbad hydrolysiert und an- 
schlieBend filtriert (keine Kohlefilter wegen des Verlustes an aromatischen Amino- 
siuren). Im nativen wie hydrolysierten Urin wurden nach Befreiung von Ammoniak 
folgende chemische Bestimmungen ausgefiihrt: 


1, Aminostickstoff 


a) Kupferphosphatmethode nach Pope und Stevens!. 
b) Ninhydrinmethode nach Moore und Stein?. 


1 C,G. Pope u. M. E. Stevens, Biochem. J. 33, 1070 [1939]. 
2S. Moore v. W.H. Stein, J. biol. Chemistry 176, 367 [1948]. 
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2. Methionin 
a) frei im nativen Urin nach McCarthy und Sullivan’ mod. nach Schrejer 
b) frei + peptidgebunden nach Toennies und Callan® mod. nach Miiting’, 
3. Cystin nach Schéberl und Rambacher’ bzw. Hanson® mod. nach Miiting 
(noch unveréffentlichte Untersuchungen). : 
Fiir die restlichen Aminosiuren im Urin erwies sich nach langeren Versuchey 
fiir klinische Zwecke die papierchromatographische Bestimmung am glinstigeten, 
1. Qualitativer Nachweis 
a) Buntdarstellung der einzelnen Aminosauren mit 1.2-naphthochinon-4-gulfop. 
saurem Natrium (0,2°% in 5-proz. sodaalkalischer Lésung) nach Miting’, 
Dabei geben die einzelnen Aminosaiuren mehr oder weniger verschicden bunte 
Farben, Peptide reagieren graugriin. 
Anfarbung mit 0,5°,, Ninhydrin in Butanol-Lésung. 
Weiter dienten zur Identifizierung von Aminosauren auf Filtrierpapier fol. 
gende Farbreaktionen: 
Cystin (Nitroprussidnatrium-Reaktion nach vorheriger Reduktion zu Cy. 
stein), : 
Arginin (Sakaguchi), . 
Tyrosin und Histidin (Diazo) Tryptophan (Ehrlichs Reagens), 
Prolin und Oxyprolin (Isatin-Fisessig). 
Weitere Einzelheiten siehe Leonhardi und Mitarbeiter!®. 
2. Quantitative Bestimmung 


a a= 
es 


Nach zahlreichen Versuchen mit Aminosdurengemischen und dem Urin z- 
gesetzten bekannten Aminosiurenmengen erwies sich folgendes Verfahren als am 
brauchbarsten: 

Es wurden Streifen von 4 cm Breite und 50 cm Lange geschnitten, die zum 
besseren Abtropfen in einer Spitze ausliefen. Als Lésungsmittel diente bei abstei- 
gender PCG Isopropylalkohol-Eisessig-Wasser im Verhialtnis 70:15:15 nach 
Decker und Riffart!. Verwendet wurde Schleicher & Schiill-Papier 2043 B, 
Als Ausgangsmenge wurde 5 cem frischer Urin auf den 10. Teil eingeengt bzw. im 
Vak. tiber Natriumhydroxyd von Chlorwasserstoff befreites Urinhydrolysat auf 
0,5 cem mit aqua dest. aufgefiillt und unter standigem Eintrocknenlassen quantita- 
tiv strichformig aufgetragen. Nach erfolgter Trennung wurde der Streifen getrock- 
net, in zwei gleiche Halften zerschnitten und die eine Seite mit Folin-Reagens bunt 
angefarbt. Bei sehr geringer Aminosiurenkonzentration war eine 0,5—1-proz. Nin- 
hydrinlésung giinstiger. 

Die identifizierten Aminosaiurenflecken wurden vorsichtig auf,den ungefarbten 
Streifen mit einem weichen Bleistift iibertragen und ihre Lage nach Trocknung bei 
105° im ultravioletten Licht kontrolliert. AnschlieBend wurden die Flecke ausge- 
schnitten und nach der Vorschrift von Pereira und Serra’? mit dem Ninhydrin- 
reagens von Moore und Stein? eluiert und die Farbintensitat im Stufenphoto- 
meter gemessen. Die Extinktionswerte wurden von den ebenso gewonnenen Eich- 
kurven der einzelnen Aminosauren abgelesen. Wie auch schon Moore und Stein’ 
feststellten, entsprechen sich diese mit Ausnahme von Prolin und Oxyprolin 
ziemlich, 

% T.G. McCarthy u. M. X. Sullivan, J. biol. Chemistry 141, 871 [1941]. 
K. Schreier u. H. Schénsee, Dtsch. med. Wschr. 418 [1952]. 

G. Toennies u. T. P. Callan, J. biol. Chemistry 129, 481 [1939]. 

D. Miiting, diese Z. 284, 272 [1949]. 

A. Schéberl u. P. Rambacher, Biochem. Z. 295, 377 [1938]. 

H. Hanson, Biochem. Z. 318, 313 [1947]. 

D. Miiting, Naturwissenschaften 303 [1952]. 

° G. Leonhardi, J. v. Glasenapp u. G. Briihl, diese Z. 292, 89 [1953]. 
1 P. Decker u. W. Riffart, Chemiker-Ztg. 74, 261 [1950]. 

2 A. Pereira u. J. A. Serra, Science [New York] 118, 387 [1951]. 
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Ergebnisse 


Tab. | u. 2 zeigen den Gehalt des Urins von 40 gesunden Mannern 
und Frauen an freien und peptidgebundenen Aminosiuren. Letztere 
wurden errechnet aus der Differenz der Aminoséuren nach Hydrolyse 
und der freien Aminoséiuren vor Hydrolyse. Es ist deutlich zu sehen, 
da der Aminoséurengehalt nach der hydrolytisch erfolgten Peptidspal- 
tung um etwa das Doppelte zugenommen hat, was auch den Befunden 
von Stein!® entspricht. Die Menge des «-Amino-Stickstoffes wird mit 
ler sehr genauen gasometrischen Ninhydrinmethode von van Slyke 
und Mitarbeitern™ im Urin etwa genau so hoch angegeben wie von mir, 
wihrend bei der alteren Formoltitration auch ein Teil der peptidgebun- 
denen Aminoséuren miterfaBt wird. Die von mir gefundenen Werte fiir 
die einzelnen freien und peptidgebundenen Harnaminosauren liegen 
meist im Rahmen der vorwiegend mikrobiologisch gewonnenen Literatur- 
angaben. 

Es muB dabei betont werden, da8 auch diese Werte untereinander starke Ab- 
weichungen zeigen. So finden z. B. Dunn und Mitarbeiter’ bei Bestimmung von 
]2 Aminosiuren im hydrolysierten Urin nur etwa 100 mg Aminosauren (nicht 
Amino-N!) bei 9 gesunden Erwachsenen, Woodson, Hier, Solomon und Berg- 
eim!S dagegen bei 14 Aminosduren 350—2200 mg. 

Hoéher als die Literaturwerte liegen meine Bestimmungen von 
Valin, Serin und Methionin. Die beiden ersteren Aminoséuren konnten 
papierchromatographisch immer in gréBeren Mengen nachgewiesen 
werden!’-22, Die Auffindung von Methionin im Urin mittels PCG bietet 
gewisse Schwierigkeiten. Am besten ist nach Ansicht vieler Autoren eine 
vorherige Oxydation durch Ammoniummolybdat und Wasserstoff- 
peroxyd. Man mu8 dabei aber beriicksichtigen, wie Souchon*! mit 
Recht hervorhebt, daB dabei die Summe von Methionin + Methionin- 
sulfoxyd berechnet wird. Leichter ist Methionin auf dem Filtrierpapier 
mit dem von mir vorgeschlagenen 1.2-naphthochinon-4-sulfonsaurem 
Natrium nachzuweisen. 

Abb. 1 zeigt als Beispiel nebeneinander die mit 0,5° Ninhydrin 
baw. mit 0,2% 1.2-naphthochinon-4-sulfonsaurem Natrium bespriihten 
Chromatogramme eines frischen Siuglingsurins (14 Tage alter gesunder 


8 W.H. Stein, J. biol. Chemistry 201, 45 [1953]. 
4D. D. van Slyke, D. A. Mac Fadyenu. P. B. Hamilton, J. biol. Chemi- 
stry 150, 251 [1943]. 
M.S. Dunn, M.N.Camien, S.Shankman u. H. Block, Arch. Bio- 
chemistry 13, 207 [1947]. 
16 H.W. Woodson, S. W. Hier, J.D. Solomon u. O. Bergeim, J. biol. 
Chemistry 172, 613 [1948]. 
“ P. Decker, W. Riffart u. H. Wagner, Klin. Wschr. 29, 418 [1951]. 
'S CE. Dent, Biochem. J. 48, 169 [1948]. 
9 CLE. Dent, Biochem. J. 41, 240 [1947]. 
*” (. Giddey, Schweiz. med. Wschr. 83 [1953]. 
2 F, Souchon u. G. Grunau, Z. exp. Med. 119, 641 [1952]. 
*2 F. Wewalka, Wien. Z. inn. Med. Grenzgebiete 38, 491 [1952]. 
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Dieter Miiting, Der Aminosaéurengehalt des menschlichen Urins (S. 61) 













IV 


I II III if II Il 
Abb. 1. Papierchromatographischer Nachweis von Methionin im Urin eines ge- 
sunden Sauglings. a) Anfarbung mit 0,5°, Ninhydrin; b) Anfarbung mit 0,2°, 

1.2-naphthochinon-4-sulfonsaurem Natrium in 5-proz. Sodalésung. 
I. 85 d,l-Methionin als Kontrollsubstanz 

Il. 2cem Urin + 85 y d,/-Methionin 
2cem Urin 
2cem Urin (vorbehandelt mit H,O, + (NH,)MoO,) 


S. 64a 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, Band 297, 
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Siiugling), der besonders reich an Aminosauren ist. Im Gegensitz zy dew 
Harn Erwachsener wird von Séuglingen regelmaBig freies Prolin yy) 
Oxyprolinausgeschieden. Von links nach rechts sind auf jedem Chromaty, 
gramm 85 y d,l-Methionin als Testsubstanz, 2cem Urin + 85 y d,1-Methiy, 
nin und 2mal 2 ccm Urin ohne Methioninzusatz aufgetragen. Man sie); 
daB auf beiden Chromatogrammen bereits der Nativurin freies Vethioni: 
enthiilt, der Methioninfleck nimmt bei Methioninzusatz deutlich zu, (; 
Ry-Werte entsprechen einander. AuBerdem zeigt das — aus technische, 
Griinden schwarzweil wiedergegebene — Buntchromatogramm inte. 
sivere und besser getrennte Flecken als das bei Besprithung mit 0,5‘ 
Ninhydrin der Fall _ Bei Elution und quantitativer Bestimmung ent. 
hielt dieser Urin in 2 cem 50 y Methionin, in der Tagesmenge von 200¢ccy 
also 5 mg. Schreier?’ fand dagegen mit mikrobiologischer Technik ny 
0,2—0,9 mg pro Tag bei Siuglingen, Werte, die sich auf dem Filtrie. 
papier kaum nachweisen lassen. 

Auf die wahrscheinlichen Griinde fiir die erheblichen Differenze, 
zwischen chemischen und mikrobiologischen Methioninanalysen in 
Urin bin ich bereits an anderer Stelle eingegangen®™. 

Nach Ansicht besonders amerikanischer Autoren® 1%! ist anzu. 
nehmen, daB im Urin enthaltene Hemmstoffe eine Rolle spielen, da dic 
Methioninresultate beider Methoden in EiweiShydrolysaten kau 
divergieren. 

Zwischen dem Aminosiurengehalt des 24-Stdn.-Urins gesunde 
Manner und gesunder, nicht gravider Frauen bestehen keine wesentlichen 
Unterschiede. Bei Kindern und besonders Sauglingen ist die Amino- 
siurenausscheidung im Urin etwas anders, wie bereits Schreier?’ sowie 
Souchon und Grunau* berichtet haben (auch eigene unveréffent. 
lichte Untersuchungen). 

Peptide lieBen sich im unhydrolysierten Urin mittels PCG fast regel- 
maBig nachweisen, besonders das auch von Dent’ 19 beschriebene 
Asparaginsiure-Glutaminsaure-Peptid. 

Mit den hier durchgefiihrten Analysen scheint der. gréBte Teil der 
im menschlichen Urin enthaltenen Aminosiuren erfa8t zu sein. Dafiir 
spricht die fast véllige Ubereinstimmung zwischen dem nach Moore 
und Stein? und Pope und Stevens! gefundenen «-Aminostickstoff- 
gehalt und der Summe der auf «-Amino-N berechneten einzelnen Amino- 
siiurenwerte. Es ist natiirlich méglich, daB in ganz geringen Mengen vor- 
handene Aminosiuren dabei nicht mitbestimmt wurden, wie das erst 


seit kurzem bekannte Methylhistidin und die «-Amino-adipinsiiure, die 


mir als Testsubstanz nicht zur Verfiigung standen. 


31M. Vest u. O. Wiss, Helvet. chim. Acta 33, 424 [1950]. 

32D, Miiting, Z. klin. Med. 147, 478 [1951]. 

33, R. M. Archibald, J. biol. Chemistry 154, 643 [1944]. 

4S. L. Tompsett u. W.H. Fitzpatrick, Brit. J.exp. Pathol. 31, 70 [1950). 
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rae ae ( wheal (Testaminosiuren, chemische ee noch nicht 
schen Laborato) itative Bestimmung von 
si gen eine quantita 
mir dagegen e 
angebracht. 


Zusammenfassung 


In dem 24-Stdn.-Urin von 40 ee pen on 
i 2 osaure J 
wa he aa ee Die so erhaltenen a 
aly rage: en Ausnahmen den Literaturwerten. Die — 
ne ape Stickstoff berechneten papierchromatographisch - we 
z ‘Mi : ee iat war etwa 10% geringer als der nach Moore u 
hee gran Gehalt an «-Amino-Stickstoff. 
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Berichtigung unserer Angaben iiber die 11-Oxydation 
in der Leber 
Von 
H. J. Hiibener 
Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Marz 1954) 


Wahrend die 11-Oxydation in der Nebennierenrinde eine der best. 
gesicherten Steroidumwandlung ist!, sind die Ansichten tiber die 11. 
Oxydation in der Leber noch geteilt. 

Die Einfiihrung einer Oxygruppe am C-Atom 11 von Reichsteins 
Substanz 8 (17-Oxy-11-desoxy-corticosteron) wurde zuerst von Kahnt 
und Wettstein mit Hilfe von Kalbs- und Kaninchenleber-Homogenaten 
auf Grund chromatographischer Analyse beschrieben?. — Auch wir 
fanden spiter nach Bebriiten von Substanz S und Desoxy-corticosteron 
(DOC) mit Rattenleber-Homogenat Substanzen, die sich chromatogra. 
phisch und nach ihren Farbreaktionen wie die 11-Oxy-Analoga dieser 
Steroide verhielten*®. Ferner wurde der Befund der 11-Oxydation noch 
von Senecca et al. erhoben*. Andererseits konnte mit Rinderleber 
und DOC als Substrat diese Umwandlung im biologischen Versuch 
nicht bestitigt werden®. Auch Durchstré6mungsversuche mit Ratten- 
leber verliefen negativ®. SchlieBlich wurden unsere Befunde noch von 
anderer Seite in Zweifel gezogen’. Alle Untersucher wiahlten jedoch 
verschiedene experimentelle Bedingungen, die die unterschiedlichen 
Befunde erkliren kénnten. 

Inzwischen haben wir versucht, andere Steroide (Testosteron, 
Progesteron, 17-x%-OH-Progesteron und 20-f8-OH-Substanz 5S) am 
C-Atom 11 durch Leberhomogenat zu oxydieren, was uns nicht gelang. 
Besonders hieraus sind uns Zweifel an unseren friiheren Befunden auf- 
getaucht, die uns veranlaBten, nachzupriifen, ob das beim Bebriiten 

1 Zusammenfassende Darstellung: O.Hechter, A. Zaffaroni, R.P. 
Jacobsen, H. Levy, R.W.Jeanloz, V.Schenker u. G. Pincus, Recent 
Progr. Hormone Res. 6, 215 [1951]. — M. Hayano u. R. J. Dorfman, J. biol. 
Chemistry 201, 175 [1953]. 

2 F.W. Kahnt u. A. Wettstein, Helv. chim. Acta 34, 1790 [1951]. 

3-H. J. Hiibener u. D. Amelung, diese Z. 293, 126 [1953]. 

4 H.Senecea, E.Ellenbogen, E.Henderson, A. Collin u. J. Rocken- 
bach, Science [New York] 112, 524 [1950]. 

5 J. A. Nissim, J. Endocrinology 8, 257 [1952]. 

6 O. Hechter, R. P. Jacobsen, R. Jeanloz, H. Levy, C. W. Mashall, 
G. Pincus u. V. Schenker, J. Amer. chem. Soc. 71, 3261 [1949]. 

* Hj. Staudinger (Mannheim), H. Netter (Kiel), miindl. Mitteilungen, 
J.K. Grant (Edinburgh) schriftl. Mitteilung. 
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Uber die 11-Oxydation in der Leber 


yon Leber mit Substanz 5 entstandene Umwandlungsprodukt (X,) 
tatsiichlich mit Compound F identisch ist. Es stellte sich hierbei heraus, 
daB dieses Umwandlungsprodukt zwar eine weitgehende Ahnlichkeit 


mit Compound F zeigt, sich jedoch durch zwei Eigensc -+haften sicher von 
diesem Steroid unterscheiden laBt. 
Im Mischchromatogramm (descendierend, 8 Tage, in .Toluol/Pro- 


P 


wlenglykol) konnte X, eindeutig von Compound F getrennt werden, 
wihrend bei der bisher verwendeten ascendierenden Chromatographie * 


heide Substanzen aihnliche chromatographische Eigenschaften zeigten. 
Ferner fiel diesmal die Reduktionsprobe® nicht typisch aus (verzégert 
und etwa zehnmal schwiacher als bei Compound F) (siehe die Tab.). 





Figenschaften 


Comp. 


H.COH 
co 
OH 


F 


H_COH 
co 
OH 


Leber 


H,COH 


HO—C—H 


OH 


20-8-OH—S 





|, Reaktion nach Neher 
und Wettstein (15- 


griingelb intensiv 


griingelb intensiv 


griingelb (mitunter 
braunliche 











proz. H,PO,)§ Tonung) 
2, Rr-Werte, bezog. auf 1 1,4 1,4 
Comp. F (=1)i. Toluol (im Mischchro- (im Mischchro- 
Propylenglykol, 8 Tg. matogramm von matogramm nicht 
dese. Comp. F getrennt von Xs getrennt) 
3. Reduktionsprobe® +t+++ (+) (--) 
atypisch atypisch 
. Typisches UV-Spek- + Be ae 


trum 





. Bush-Reaktion 
(methanol. NaOH) ?!° 











Diese Probe war frither mit der gesammelten Xs- Fraktion von vielen An- 
sitzen angestellt worden; damals beobachteten wir eine positive Reduktionsprobe. 
Wir kénnen nicht entscheiden, ob nicht falschlich ein «-Ketol-Steroid mit in die 


eR. Noteae u. A. Wettstein, 
®°H. Hofmann u. Hj. Staudinger, Naturwissenschaften 38, 


Helv. 


chim. Acta 34, 227§ 


9 [1951]. 


213 [1951]. 


10 a) I. E. Bush, Biochem. J. 50, 370 [1952]; b) I. E. Bush u. A. A. Sand- 
Chemistry 205, 


berg, J. biol. 


783 


[1953]. 
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Sammelflasche geschiittet wurde oder auBer Xs in einigen Ansitzen noch Coy, 
pound F entstanden war. — Bei der Nz wchuntersuchung (descendierende (hromaty. 
graphie, 8 Tage, in Toluol/Propylenglykol) zeigte sich Xs einheitlich, und es konnte 
keine Beimischung von ( ‘ompound F nachgewiesen werden. Auf Grund der andere, 
Reaktionen der Tab. (1, 4 und 5) lieB sich Xs nicht von Compound F unterscheiden, 

Welche Konfiguration X, nun wirklich hat, laéBt sich heute nock 
nicht sicher sagen. Die atypische Reduktionsprobe und die chromato. 
graphischen Eigenschaften sprechen fiir eine 20-Oxy-Substanz S. Ver. 
gleicht man nun X, mit 20-$-Oxy-Substanz 8*, so zeigt sich, da8 nur 
die Probe nach Neher und Wettstein® (Tab., rechte Spalte) voy 
beiden Substanzen nicht vollstaéndig tibereinstimmt. Es steht ferner 
noch offen, ob X, 20-%-Oxy-Substanz S ist. Diese Méglichkeit wird 
dadurch gestiitzt, dag eine Reihe von Autoren 20-«-OH-Steroide im 
Harn beschrieben haben. Die erwaihnten 20-a%-OH-Steroide seien im 
folgenden aufgezihlt: Pregnan-ol-(3«, 17a, 20x), A>-Pregnen-ol-(38, 
20x)-on-(11)!*, Pregnan-ol-(3«, 20«)-on-(11)!3 und Pregnan-ol-(3x, 20a)", 

Wenn auch die sichere Identifizierung von X, noch aussteht, so 
kénnen wir doch heute mit Bestimmtheit sagen, daB X, nicht, wie 
wir bisher angenommen haben* 15, mit Compound F identischist. 
Es sei jedoch darauf hingewiesen, da8 unsere experimentellen Ergeb. 
nisse tiber Aktivierungen und Hemmungen und die Lokalisation des 
Enzyms in der Leberzelle fiir die beschriebene Umwandlung keiner 
Korrektur bediirfen; dagegen sind unsere Diskussionen iiber die 11. 
Oxydation in der Leber unrichtig. 

Die Umwandlung von Compound E zu Compound F* '° wurde 
nachgepriift und bestitigt. 


Zusammenfassung 


Wenn Leberhomogenat mit Substanz S bebriitet wird, entsteht als 
Umwandlungsprodukt nicht, wie friher vom Autor angegeben wurde, 
Compound F, sondern eine Compound F iahnliche, aber sicher von ibr 
zu unterscheidende Substanz Xs. 

Es ist wahrscheinlich, da&B X, mit 20-Oxy-Substanz § identisch ist. 


uG.C. Butler u. G.F.Marrian, J. biol. Chemistry 119, 565 [1937]; 
124, 237 [1938]; H. L. Mason u. E. J. Kepler, ebenda 161, 235 [1945]; R.J 
Cox u. G. F. Marrian, Biochem. J. 54, 353 [1953]. Z 

2 H. Hirschman u. F. B. Hirschman, J. biol. Chemistry 187, 137 [1947]. 

* Dieses Steroid wurde uns freundlicherweise von Herrn Dr. Wettstein, 
Ciba A.-G. Basel, zur Verfiigung gestellt. 

13S. Liebermann, D. K. Fukushima u. K.Dobriner, J. biol. Chemistry 
182, 299 [1950]. 

44 B. N. Horwitt, R. J. Dorfman, R. A. Shipley u. W.R. Fish, J. biol. 
Chemistry 172, 783 [1948]. 

+ a) H. J. Hiibener u. D.Amelung, diese Z. 298, 137 [1953]; b) D. Ame- 
lung, H. J. Hiibener u. L. Roka, diese Z. 294, 36 [1953]. 

16 CA. Fish, M.Hayano u. G. Pineus, Arch. Biochemistry Biophysics 
42, 480 [1953]. 
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Synthese der y-Amino-crotonsdure 
und der y-Amino-buttersaure . 


Von 
Akihiko Musashi 
Aus dem biochemischen Laboratorium der Pharmazeutischen Frauen-Hoc hschule, Kobe 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11, Marz 1954) 


Im Zusammenhang mit der Theorie der Ketten-Ring-Tautomerie 
der »-Aminosiuren! interessierte es uns, verschiedene m-Aminosaéuren 
2u synthetisieren und ihr tautomeres Verhalten zu vergleichen. Die 

».Amino-crotonsiure und y-Amino-buttersiure passen dabei als Mo- 
delle. 

Die y-Amino-crotonsaure ist zunichst von Rambaud? als Pikrat beschrieben 
worden, doch gelang es Langenbeck und Boser® trotz mehrfachen Versuchen 
nicht, seine Angaben zu reproduzieren. Sie haben y-Brom-crotonsaéure-methyl- 
ester mit Phthalimidkalium zum y-Phthalimido- crotonsaure- methylester umgesetzt 
und durch die weitere Umsetzung mit Hydrazin das y-Amino-crotonsaure-lactam 
dargestellt. Neuerdings hat J ulia* den y- -Aryl-amino-crotonsaureester beschrieben. 
Die freie y-Amino-crotonsiure ist bis jetzt noch nicht dargestellt worden. 

VeranlaBt durch Prof. M. Tomita habe ich y-Amino-crotonsaure 
durch Erwirmen von y-Amino-f-oxy-buttersiure mit Schwefelséure bei 
130° in 70-proz. Ausbeute gewonnen. Sie addiert wie andere ungesattigte 
aliphatische Sauren Bromwasserstoff, der beim anschlieSenden Kochen 
mit Wasser unter Bildung von y-Amino-f-oxy-buttersiure wieder ab- 
gespalten wird. 

ErwartungsgemaB geht y-Amino-crotonsiure bei der katalytischen 
Reduktion mit Palladium-Kohle in wafriger Losung bei Zimmertempe- 


ratur glatt in y-Amino-buttersiéure (81,5°, d. Th.) tiber. 


Besehreibung der Versuche 
1. y-Amino-crotonsaure 


10,9 ¢ y-Amino-f-oxy-buttersaure (Schmp. 214°), dargestellt nach To- 
mita®, werden mit 100 ccm konz. Schwefelsiure etwa 1 Stde. im Olbad auf 
128—130° erhitzt. Die schwefelsaure Losung wird nach dem Erkalten mit 400 ccm 
Wasser verdiinnt und mit iiberschiiss. Bariumcarbonat versetzt. Die von Barium- 


1M. Tomita u. Y. Sendju, diese Z. 169, 263 [1927]; M. Tomita u. Y. 
Seiki, J. Biochemistry [Tokyo] 30, 101 [1939]; M. Tomita u. Y. Seiki, J. Bio- 
chemistry [Tokyo] 37, a1 [1950]. 

? KR. Rambaud, Bull. Soc. chim. France [5] 3, 134 [1936]. 

> Wi, Langenbeck u. H. Boser, Chem. Ber. 84, 526 [1951]. 
4 M.M. Julia, Bull. Soc. chim. France [5] 20, 812 [1953]. 
°M. Tomita, diese Z. 124, 253 [1923]. 
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sulfat und Bariumcarbonat abfiltrierte alkalische Lésung wird mit 2-n.H, 80 
genau neutralisiert, filtriert und dann unter vermindertem Druck star! eingeengt: 
dabei scheidet sich y-Amino-crotonsiure ab. Die Mutterlauge wird mit der meh; 
fachen Menge absol. Alkohol iibergossen. Die so erhaltene Fallung wird mit aby, 
Alkohol, dann mit Ather ausgewaschen und aus 60-proz. Alkohol umkristallisiey: 
Im ganzen werden 7,0 g (70°, d. Th.) in Stabchen kristallisierter Aminosiure ¢ 
halten. ‘ 
C,H,O,N Ber. C 47,52 H 6,99 N 13,86 Gef. C 46,93 H 7,16 N 13,76 


Die Saure reagiert gegen Lackmus neutral. Sie lost sich leicht in Wasge 
dagegen nicht in Alkohol und Ather. Sie zersetzt sich bei 180° unter Schaumen, 

Die waBr. Lésung nimmt bei langem Erhitzen mit gefalltem Kupferoxyd ny 
sehr geringe Mengen des Metalles auf, und aus dem ganz schwach griin gefarbte, 
Filtrat lieB sich nur die freie Aminosaure isolieren. 

Pikrat: 0,5 g y-Amino-crotonsdure in 5 cem Wasser gelést, werden mit ],] » 
Pikrinsaure in alkohol. Lésung unter Erwairmung versetzt und eingeengt; es scheide 
sich allmahlich gelbe Kristallchen aus. Aus Alkohol umkristallisiert Nadeln yon 
Schmp. 143—144°. 

C,H,O,N:C,H,0,N, Ber. N 16,97 Gef. N 16,70 


Pikrolonat: Zu 1,4 g in Alkohol heiB geléster Pikrolonsaure wird die wibr, 
Lésung von 0,5 g y-Amino-crotonsiure gegeben und eingeengt. Dabei scheiden 
sich Kristalle ab, die, aus Alkohol umkristallisiert, citronengelbe Niadelchen er. 
geben; sie zersetzen sich unter Verkohlung bei 202—203°. 

C,H,0,N-C,)H,0;N, Ber. N 19,18 Gef. N 19,03 


y-Benzoylamino-crotonsaure: 0,5g y-Amino-crotonsiure werden in 
5cem n-NaOH gelést, auf 0° abgekiihlt und unter kraftigem Schiitteln 2,1¢ 
Benzoylchlorid und 10 cem 3-n.NaOH zugegeben. Nach dem Filtrieren fiigt man 
so viel konzentrierte Salzsiure hinzu, daB alles Natrium als Chlornatrium vor. 
liegt. Dabei fallt ein Kristallbrei. Nach eintagigem Stehenlassen im Eisschrank 
wird abgenutscht und mit Petrolither griindlich ausgewaschen, um die Benzoe. 
siure zu beseitigen. Der Riickstand wird aus heiBem Wasser umkristallisiert. 
Die Ausbeute an stabchenférmiger bei 144—145° schmelzender y-Benzoyl- 
amino-crotonsaure betrug 0,7 g (69,6% d. Th.). Sie ist in hei®em Wasser, 
Aceton, Methanol und Alkohol leicht léslich. Dagegen in kaltem Wasser wenig 
léslich. In Benzol, Ather, Petrolither und Chloroform lést sie sich nicht. 


C,,H,,0,N Ber. C 64,38 H 5,40 N 6,83 Gef. C 64,65 H 5,66 N 6,62 
2. Uberfiihrung von y-Amino-crotonsaure in y-Amino-f-oxy- 
buttersdure 


1,0 g y-Amino-crotonsaiure vom Schmp. 180° werden mit 15 cem 25-proz. 
Bromwasserstoffsiure 4 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Die erkaltete Fliissigkeit 
wird unter vermindertem Druck zum Sirup eingedampft, mit viel Alkohol ver- 
setzt und Ammoniak bis zur alkalischen Reaktion zugegeben. Die y-Amino-/-oxy- 
buttersiure fallt kristallin aus, wahrend das Ammoniumbromid in Lésung bleibt. 


C,H,O;N. Ber. C 40,30 H 7,61 N 11,75. Gef. C 40,77 H 7,77 N 11,27. 

Die Saure schmilzt bei 214°. Sie reagiert gegen Lackmus neutral, list sich in 
Wasser, ganz wenig in heiBem Alkohol, dagegen nicht in Ather. Sie zeigt eine 
Biuretreaktion. 


3. y-Amino-buttersaiure 


2,7 g y-Amino-crotonsdure wird in 50 cem Wasser gelést und in Gegen- 
wart von Palladium-Kohle hydriert. Nach 4 Stdn. wird abgebrochen, der Kata- 
lysator abfiltriert, die farblose wasserige Lésung unter vermindertem Druck 
stark eingeengt und dann mit der 20-fachen Menge absol. Alkohols iibergossen. 
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Die sich ausscheidenden Kristalle werden aus verd. Alkohol umkristallisiert. 
Erhalten werden 2,2 g (81,5%, d. Th.) weiBe Nadeln, in Wasser leicht léslich, nicht 
in organischen Solvenzien. Schmp. 193° unter Schaumen. 


C,HyON Ber. C 46,53 H 8,79 N 13,58 Gef. C 46,56 H 8,77 N 13,29 


Zusammenfassung 


ry 


Aus y-Amino-/-oxy-butterséure wurde mittels konz. Schwefelsiure 


».Amino-crotonsiure erhalten, die bei der katalyt. Hydrierung y- 
Amino-buttersdure lieferte. 
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Uber das Schicksal der Glucuronsaure 
im tierischen Organismus 
II. Mitteilung: 
Die Glucuronsadure-Resorption aus dem Darm* 
Von 
S. Hollmann 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Géttingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. April 1954) 


In der I. Mitteilung! iiber das Schicksal der Glucuronsiure im 
tierischen Organismus war gezeigt worden, daB der gesunde Mensch nach 
intravendser Injektion von 3g Glucuronsiaure-lacton durchschnittlich 
59° im Harn ausscheidet, wahrend die Ausscheidung nach oraler 
Zufuhr der gleichen Menge nur 9,3% betrigt. Sehr ahnliche Werte 
wurden von Siidhof? sowie Fretwurst und Ahlhelm? gefunden, 
Als Ursache der geringeren Ausscheidung nach oraler Zufuhr kommt 
entweder eine unvollstindige Resorption aus dem Darm und Abbau der 
nichtresorbierten Glucuronsiure im Dickdarm durch Bact. coli oder ein 
teilweiser Abbau der mehr oder weniger vollstindig aus dem Darm 
resorbierten und via Pfortader der Leber zugeleiteten Glucuronsaure in 
der Leber in Betracht. DaB mit der ersten Méglichkeit gerechnet werden 
mu, beweist eine Beobachtung von Packham und Butler?, die bei 
Ratten 8 Stdn. nach oraler Zufuhr einer mit “C markierten Glucuron- 
siure noch 50% der Aktivitét im Darm wiederfanden, 

Die Versuche, iiber die im folgenden berichtet wird, sollen Aufschlub 
geben tiber die Glucuronsiure-Resorption aus dem Darm beim Menschen, 
Hund, Kaninchen und Meerschweinchen. Die Bestimmung der Glucuron- 
siure erfolgte mittels der Naphthoresorcinmethode nach Mozolowski* 
unter Einhaltung der in der I. Mitteil.1 beschriebenen Bedingungen. 
Alle fiir Glucuronsiure angegebenen Werte sind als Lacton berechnet. 


* Uber einige der nachstehend mitgeteilten Ergebnisse wurde bereits auf der 
Tagung der Gesellschaft fiir physiologische Chemie 1953 in Homburg/Saar vor- 
getragen (Ber. ges. Physiol. exp. Pharmakol. 162, 369 [1954]). 

1S. Hollmann u. E. Wille, diese Z. 290, 91 [1952]. 

2-H. Siidhof, Klin. Wschr. 30, 86 [1952]; H. Siidhof u. G. Schellong, 
ebenda 31, 64 [1953]. 

°F. Fretwurst u. H.A.Ahlhelm, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. 
Pathol. Pharmakol. 217, 382 [1953]. 

4M. A. Packham u. G.C. Butler, J. biol. Chemistry 194, 349 [1952]. 

5 W. Mozolowski, Biochem. J. 84, 823 [1940]. 
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Versuchsergebnisse 


Resorptionskoeffizienten von Glucuronsaure-lacton 
und Natriumglucuronat beim Meerschweinchen 


Die Bestimmung der Resorptionskoeffizienten (resorbierte Menge in g/Stde. 
perechnet auf 100g Lebendgewicht nach 48-stdg. Hungern) beim Meerschweinchen 
erfolgte mit der von C, F.Cori® fiir die Messung der Zuckerresorption ausgearbei- 
teten Methode. Es wurden ausschlieBlich mannliche Tiere mit einem Gewicht 
gwischen 210 und 320g nach 48-stdg. Hungern benutzt. Die Gewichtsabnahme 
wihrend der Hungerperiode, in der Wasser ad libitum zur Verfiigung stand, betrug 
durchschnittlich 20%. Auf Vermeidung einer Koprophagie mu’ wahrend der 
Hungerzeit schr sorgfaltig geachtet werden. Nach 48 Stdn. Hungern wurden den 
Tieren je 2 ccm einer 10-proz. Lésung von Glucuronsaure-lacton* bzw. einer der 
Lacton-Lésung aquimolaren Lésung von Na-Glucuronat mittels Spritze durch 
einen Ureteren-Katheter Nr. 6 in den Magen infundiert. 1, 2, 3 bzw. 4 Stdn. nach 
der Infusion wurden die Tiere getétet. Der gesamte Magen-Darmtrakt wurde nach 
Unterbindung an Cardia und Rectum herausprapariert, in der ganzen Lange auf- 
geschnitten, und der Inhalt, der bis auf Coecum und Colon frei von Nahrungsresten 
war, quantitativ in einen MeBkolben iiberspiilt. Nach EiweiBfallung mit Salzséure 
Sublimat und Auffiillen wurde in aliquoten Teilen des entquecksilberten Filtrates 
die Menge der nicht resorbierten Glucuronsaure bestimmt. Fiir jede Resorptions- 
zeit wurden 3 Versuche durchgefiihrt. 

In Kontrollversuchen wurden die Tiere 1 Min. nach der Lactoninfusion ge- 
titet, Magen und, Diinndarm nach Unterbindung an Cardia und [leocoecalklappe 
herauspripariert und 4 Stdn. bei 40° im Brutschrank exponiert. Die nach dieser 
Exposition. im Magen-Darminhalt wiedergefundene Glucuronsdure betrug durch- 
schnittlich 93,5% der infundierten Menge. Mit nennenswerten mechanischen Ver- 
lusten sowie Verlusten durch bakteriellen Abbau im Diinndarm ist demnach bei 
Einhaltung der geschilderten Versuchsbedingungen nicht zu rechnen. 


Tab. 1. Resorptionskoeffizienten von Glucuronséure-lacton und Natrium- 
glucuronat beim Meerschweinchen. 








Infundierte Resorptionszeit Resorptionskoeffizient 
Lésung in Stdn. M+to 
1 0,0133 + 0,0004 
Glucuronsaure-lacton . wee 
3 0,0136 = 0,0009 
4 0,0120 + 0,0005 





Nach 48-stdg. Hungern 

Nahrungszufuhr un- ‘ 9 

mittelbar vor der 7 Sen eee 
, Lactoninfusion 








Natriumglucuronat 3 0,0092 + 0,0013 





Wie die in Tab. 1 zusammengefaBten Ergebnisse dieser Resorptions- 
versuche zeigen, sind die fiir Glucuronsiure-lacton bestimmten Resorp- 
tionskoeffizienten um mehr als eine Zehnerpotenz niedriger als der von 
Cori® fiir d-Glucose gefundene Koeffizient von 0,178. Sie sind sogar 

° C.F. Cori, J. biol. Chemistry 66, 691 [1925]. 

* Fiir Uberlassung von Glucuronsaure-lacton sei den Deutschen Mai- 
zena-Werken, Hamburg, auch an dieser Stelle bestens gedankt. 
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noch kleiner als die Koeffizienten von Xylose und Arabinose, fiir ¢j 
Cori Werte von 0.028 bzw. 0,016 fand. Der Grund fiir die langsan, 
Resorption ist nicht in der Lactonstruktur zu suchen; denn fir Yj, 
Glucuronat wurde ein mittlerer Resorptionskoeffizient von nur 0,009 
gefunden. Der Unterschied der Resorptionsgeschwindigkeit von Lacty, 
und Natriumsalz liBt sich statistisch mit Hilfe des t-Testes nach Patay! 
nicht eindeutig sichern (P der Differenz = 0,018). Nahrungszufuhr, dic 
nach 48-stdg. Hungern etwa 40 Min. vor der Lactoninfusion in For 
von Runkeln und Méhren erfolgte, beeinfluBte die Geschwindigkeit de 
Lactonresorption nicht. 

Bemerkenswert erscheint der lineare Verlauf der Lacton-Resorptic 
bis zur langsten Versuchszeit von 4 Stdn., obgleich der Lacton-Gehalt 
im Darm bereits nach 2 Stdn. auf durchschnittlich 62% der infundierte, 
Menge abgesunken war. Dieser Befund 1aBt ahnlich wie bei den Zuckem 
auch fiir Glucuronsiure-lacton einen spezifischen Resorptionsmecha. 
nismus vermuten. 


Glucuronséiure-Ausscheidung im Harn und Kot des Menschen 
nach oraler Lactonzufuhr 


Nimmt man mit Vorbehalt den beim Meerschweinchen fiir Glucuron. 
siure-lacton bestimmten mittleren Resorptionskoeffizienten von 0,013 
auch fiir den Menschen als giiltig an, dann wiirde ein Mensch von 65 kg 
in der Lage sein, bei einer Diinndarmpassage von mindestens 414 Stdn. 
maximal etwa 38 g Lacton nach einer einmaligen oralen Gabe zu resor. 
bieren. Erhéhung der oralen Zufuhr iiber das Resorptionsmaximun 
hinaus miiBte sich in einem Absinken der prozentualen Ausscheidung 
im Harn zu erkennen geben. Das Ergebnis eines solchen Versuches, in 
dem die Glucuronséure-Ausscheidung im Harn nach oraler Zufuhr 
steigender Lactonmengen (von 10—50 g) gemessen wurde, ist in Abb. | 
wiedergegeben. In diesem Versuch (Kérpergewicht der Versuchsperson: 
63 kg) stieg die Glucuronsiure-Ausscheidung im Harn ‘von 0,37 g/Tag 
in der Vorbeobachtungsperiode bis auf 7,91 g/Tag nach §0 g Lacton per 
os an und erreichte bereits am Tage nach Aufhéren der Lactonzufuhr 
mit 0,40 g/Tag wieder den Ausgangswert. In % der verabfolgten Menge 
stieg die Ausscheidung von 12,2% nach 10 g auf 16,5% nach 30 g Lacton 
an, blieb mit 16,7°% nach 40 g Lacton unverandert und sank erst nach 
50 g auf 14,9% ab. Dieses Versuchsergebnis ]a8t am einfachsten folgende 
Erklarung zu: Die Steigerung der absoluten und der prozentualen Aus- 
scheidung bis zu Lactondosen von 40g ist dadurch bedingt, da8 mit 
Erhohung der Zufuhr auch vermehrt resorbiert, aber prozentual weniger 
im Organismus umgesetzt wird. Das Absinken der prozentualen Aus- 
scheidung oberhalb von 40 g kann nur auf eine unvollstandige Resorption 
zuriickgefiihrt werden. 





7 K. Patau, Biol. Zbl. 68, 152 [1943]. 
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Die aus den Ausscheidungsversuchen abgeleitete Resorptionsgrenze 
iei 40g Lacton steht in guter Ubereinstimmung mit dem aus den Re- 
wrptionsversuchen an Meerschweinchen fiir den Menschen errechneten 
4esorptionsmaximum von etwa 38 g. Mit Sicherheit kann jedoch aus 
len Ausscheidungsversuchen geschlossen werden, daB der erwachsene 
Mensch mindestens 7,5 g Glucuronsdure-lacton zu resorbieren vermag, 
la von 50 oral verabfolgtem Lacton 7,5 g im Harn ausgeschieden 


( 

















wurden. 
| | | 
Ieigisisis | 
a a oe ae | 
ee 
15 + 
; p : : 10 + ee 
\bb. 1. Glucuronsiure-Ausscheidung im Harn | 
é = | 
des Menschen nach oraler Zufuhr steigender d | 
Mengen Glucuronsaure-lacton. ‘a ai 
ald |. en: ia 
Ordinate zu I: Glucuronsaéure im Harn in ly 
g/Tag, 6 a ar 
Ordinate zu IL: Glucuronsdure-Ausschei- I 5 
dung im Harn in % der verabfolgten A 
Lactonmenge, 
J 
g Glucuronsaure-lacton per os. 
2 Ts...) a 
1 | 
A | 
82 15.2 


Als weiterer Beweis dafiir, daB die in den friiheren Bilanzversuchen 
am Menschen! gefundenen Differenzen der Ausscheidung nach oraler 
und intravendser Zufuhr von 3g Lacton nicht durch unvollstandige 
Resorption verursacht waren, sei ein Versuch mitgeteilt, in dem die 
gesamte Coli-Gruppe des Darmes ausgeschaltet wurde, um einen bak- 
teriellen Abbau nichtresorbierter Glucuronséure im Dickdarm zu ver- 
hindern, und die Glucuronsiure-Ausscheidung im Kot bestimmt wurde. 

Die Ausschaltung der gesamten Coligruppe gelang vollstindig durch zwei- 
tigige Behandlung mit 4 x 0,5 g Dihydrostreptomycinsulfat/Tag. Nach 48 Stdn. 
waren im Kot auf Endo-Agarplatten keine coliformen Stabchen mehr nachweisbar. 
Der Kot blieb bis zum Absetzen des Dihydrostreptomycins véllig frei von Ver- 
tretern der Coligruppe. Vor und wahrend der Dihydrostreptomycin-Behandlung 
wurden je 3 g Glucuronsaure-lacton/Tag per os verabfolgt. 

Das Ergebnis eines solchen Versuches ist in Abb. 2 dargestellt. Die 
mittlere normale Glucuronsaure-Ausscheidung im Kot betrug in diesem 
Versuch 43 mg/Tag. Nach friiheren Untersuchungen! schwankt die 
normale Ausscheidung zwischen 18 und 43 mg/Tag. Lactonzufuhr allein 
lieB die Ausscheidung unbeeinfluBt. Wahrend der Dihydrostreptomycin- 
Behandlung ohne Lactonzufuhr stieg die Ausscheidung auf iiber 60 mg 
an, blieb nach Absetzen des Dihydrostreptomycins mit Werten tiber 
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80 mg weiter stark erhOht und erreichte erst am 5. Tage nach: Aufhérey 
der Streptomycin-Behandlung mit 44mg wieder den Ausyangswert, 
Diese Erhdhung der normalen Glucuronsaéure-Ausscheiduny jim Kot 
unter der Wirkung des Streptomycins ist wohl als Folge eincs vermin. 


derten Abbaues der in der Galle ausgeschiedenen Glucuronide an 


erklaren. Bei gleichzeitiger Gabe von Glucuronsiure-lacton und Dihydro. 
streptomycin stieg die Glucuronsdéure-Ausscheidung im. Kot nur auf 
maximal 135,5 mg an, entspr. einer Mehrausscheidung von lediglich 
2,1% der zugefiihrten Lactonmenge. 
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40 Abb. 2. Beeinflussung der Glucuronsiure. 

120 ——— Ausscheidung im Kot des Menschen 

100 ‘durch orale Zufuhr von Glucuronsaure. 
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40 z | je 3g Glucuronsaure-lacton per os 

20 | | tgl.4 x 0,5 g Dihydrostreptomycin- 
sulfat per os. 
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Glucuronséure-Ausscheidung im Harn des Kaninchens in Ab- 
hangigkeit von der Art der Glucuronsaurelacton-Zufuhr 


Die in den beiden ersten Abschnitten mitgeteilten Versuche erlauben 
den Schlu8, daB der Mensch trotz des sehr niedrigen Resorptionskoeffi- 
zienten von Glucuronsaure-lacton 3 g Lacton quantitativ oder mit nur 
unbedeutenden Verlusten aus dem Darm zu resorbieren vermag und 
daB demnach die geringere Ausscheidung im Harn nach oraler Zufuhr 
auf einen Abbau in der Leber zuriickgefiihrt werden mu8. Ein solcher 
Abbau in der Leber lat sich qualitativ am Gesamtorganismus durch 
Messung der Glucuronsiure-Ausscheidung im Harn nach verschieden- 
artiger Lactonzufuhr nachweisen. 

Die Versuche wurden an mannlichen Kaninchen durchgefiihrt. Die 24-Stdn.- 
Harne wurden im Stoffwechselkafig quantitativ gesammelt, und die~ Harnblase 
jeweils am Ende der 24-Stdn.-Perioden durch Katheterisieren entleert. Da die 
normale Glucuronséure-Ausscheidung im Harn beim Kaninchen stark von der 


Zusammensetzung des Futters abhangig ist, wurden wahrend des ganzen Versuches 
nur Runkelriiben (310—460 g/Tag) verfiittert. 


Wie Tab. 2 zeigt, war in beiden Versuchen die Glucuronsaure- 
Ausscheidung im Harn nach intraperitonealer Injektion wesentlich 
hoher als nach oraler Zufuhr, aber um 10—17% niedriger als nach intra- 
venéser bzw. subcutaner Injektion, vermutlich deswegen, weil nach 
intraperitonealer Injektion auch ein Teil des resorbierten Lactons primar 
iiber die Leber geleitet wird. 
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Kaninchen haben offenbar eine weit gréBere Fahigkeit, Glucuronsdure ab- 
mubauen als der Mensch. Denn eine Lactonmenge von 50 mg/kg (entsprechend 
twa 3g in den Bilanzversuchen am Menschen) verschwindet beim Kaninchen 
wstlos und steigert auch nach intravenéser Injektion nicht die Glucuronsaure- 
Ausscheidung im Harn. Erst Erhohung auf 1 g Lacton = etwa 300 mg/kg labt 
auch beim Kaninchen die aus den Bilanzversuchen am Menschen bekannten, aus 
Tab, 2 ersichtlichen Ausscheidungsdifferenzen erkennen. 


Tab. 2. Glucuronsiure-Ausscheidung im Harn des Kaninchens in Abhangigkeit 
von der Art der Glucuronsdurelacton-Zufuhr. 




















Glucuronsaure- | Ausscheidung in % 
Ausscheidung im Harn der zugefiihrten 
in mg/Tag Lactonmenge 
Normalausscheidung 42,8 + 12,3 — 
Nach intravends 668,1 62,5 
Zufuhr von subcutan 597,1 55,4 
10g intraperitoneal 496,0 45,3 
Lacton per os 76,7 3,4 
Normalausscheidung 64,2 + 3,9 — 
Nach intravenos 736,9 67,3 
Zufuhr von subcutan 772,9 70,9 
1,0 g intraperitoneal 641,4 57,7 
Lacton per os 161,2 9,7 








Beeinflussung der Glucuronséure-Ausscheidung im Harn 
des Hundes durch Anlegen einer Eck’schen Fistel 


Quantitative Aussagen iiber den Umfang des Glucuronsaure- 

Abbaues in der Leber nach oraler Zufuhr sind auf Grund der zuletzt 
mitgeteilten Versuche an Kaninchen nicht méglich, da nach intra- 
peritonealer Injektion ein unbekannter und sicher auch inkonstanter 
Anteil des Lactons teils auf dem Lymphweg, teils iiber den Plexus 
haemorrhoidalis resorbiert und abtransportiert wird. Um itiber den 
Abbau in der Leber nach oraler Lactonzufuhr zahlenmaBbige Angaben 
machen zu kénnen, wurden Versuche iiber die Glucuronsaure-Ausschei- 
dung im Harn des Hundes und deren Beeinflussung durch Anlegen einer 
Eck’schen Fistel angestellt. 
__,, Die Eck’sche Fistel wurde bei weiblichen Hunden (Gewicht 12,6—25,1 kg) 
in Athernarkose auf Morphinbasis unter genauer Einhaltung der Operationstechnik 
nach Fischler® angelegt. Zur Prophylaxe einer Pfortaderthrombose bewahrte sich 
intravendse Injektion von Thrombodym unmittelbar und am 2. Tage nach der 
Operation. 

Wahrend der Vor- und Nachbeobachtungsperiode (vom 8. Tage nach der 
Operation ab) befanden sich die Hunde im Stoffwechselkafig, in dem die 24-Stdn.- 
Harne quantitativ und vom Kot getrennt gesammelt wurden. Durch Dressur 
gelang es in den meisten Fallen, die Tiere an eine Harnentleerung zu bestimmten 
Zeiten zu gewohnen. Auf konstante Nahrungszusammensetzung wurde besonderer 

* F. Fischler u. R. Schréder, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 61, 428 [1909]. 
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Wert gelegt, um durch Nahrungseinfliisse verursachte Schwankungen der Glucuron. 
siure- -Ausse heidung zu vermeiden, 

Das Ergebnis eines solchen Versuches ist aus Tab. 3 zu ersehen, 
Die normale Glucuronsiiure-Ausscheidung im Harn sank von 4: 20mg/Tag 
in der Vorbeobachtungsperiode nach der Operation signifikant auf 
256 mg/Tag ab, ob infolge Umleitung der aus dem Darm resorbierten 
Fiaulnisprodukte oder infolge verminderter Glucuronsiure-Synthese jn 


Tab. 3. Glucuronsiure-Ausscheidung im Harn des Hundes nach oraler bzw, intra. 
venéser Zufuhr von Glucuronsaure-lacton und deren oe durch Anlegen 
: einer Eck’schen Fistel (Schaéferhund, 9, 18,9 kg). 

















vor der nach der | P der 
Operation Operation Differenz 
Normale fe 7 5 
‘ 20,44-52,2 2. 56 | 
Glucuronsaure-Ausscheidung “7 ba on 7 Tans) | 0,00022 
im Harn in mg/Tag oat g 
nach ? > 
Von 5g oraler 8,0+2,2 26,9-£8,6 0,0008 
Glucuronsaure- Zufuhr 6 Tage) (9 Tage) 
lacton 
ausgeschieden nach ae ce ; 
im Harnin % | intravenéser 47,8+1,3 49,05,8 
| Injektion (5 Tage) (6 Tage) 





der partiell ausgeschalteten Leber, muB vorerst unentschieden bleiben. 
Die Ausscheidung im Harn nach intravenéser Lactoninjektion wurde 
durch die Eck’sche Fistel nicht beeinfluBt, die Ausscheidung nach 
oraler Lactonzufuhr dagegen von 8,0 auf 26,9% gesteigert. Beim nor- 
malen Hund und einer Dosis von 5 g Glucuronsiure-lacton ist demnach 
die Differenz zwischen der Glucuronséure-Ausscheidung im Harn nach 
oraler und intravenéser Zufuhr etwa zur Halfte durch Zwischenschaltung 
der Leber bei der oralen Applikation verursacht, zur Halfte muB sie auf 
eine unvollkommene Resorption zuriickgefiihrt werden. 

Die voéllige Wirkungslosigkeit der Eck’schen Fistel auf.die Glucuron- 
siiure-Ausscheidung nach intravendser Injektion legt die Vermutung 
nahe, da der nach Injektion feststellbare Glucuronséure-Schwund im 
wesentlichen auf einen Abbau in extrahepatischen Geweben zu be- 
ziehen ist. Jedoch kann bisher nicht ausgeschlossen werden, daB trotz 
weitgehender Einschrankung des Blutdurchflusses durch die Leber 
infolge der Eck’schen Fistel der Abbau intravenés injizierten Lactons 
in der Leber noch in normalem Umfang erfolgt. Uber die Méglichkeit 
eines Glucuronsiure-Abbaues auBerhalb der Leber wird in einer weiteren 
Mitteilung berichtet werden. 

Bemerkenswert erscheinen zwei weitere Befunde, die bei den Ver- 
suchen an Hunden erhoben wurden. Die normale Glucuronsiiure-Aus- 
scheidung im Harn des Hundes ist mit 21,3—34,0 mg/kg, Tag im Mittel 
wesentlich héher als beim Menschen, bei dem sie im Mittel 7,7 mg/kg, Tag 
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ietrigt!. Deichmann und Mitarbb.® fanden allerdings beim Hund 
wesentlich niedrigere Absolutwerte der Glucuronsaure-Ausscheidung im 
Harn. Ferner muB auf Grund der Ausscheidungsversuche fiir den Hund 
wie fir das Kaninchen eine gréBere Fahigkeit zum Glucuronsaure- 
Abbau angenommen werden als fiir den Menschen. Denn 135 mg 
Lacton/kg fiihren beim Hund, auch nach intravendser Injektion, noch 
nicht zu einer Steigerung der Ausscheidung im Harn. Erst bei Dosen 
von 240—310 mg/kg werden vom Hund im Mittel 8° nach oraler Zufuhr 
und 51° nach intravenéser Injektion im Harn ausgeschieden. Aus 
diesem Grunde muBten bei den Versuchen an Hunden viel héhere 
Lactondosen angewandt werden als bei den Bilanzversuchen am 
Menschen. Die aus den Ergebnissen der Hundeversuche abgeleiteten 
Schliisse treffen daher fiir den Menschen nur bei den entsprechenden 
Lactondosen, d. h. etwa 17 g Glucuronsiure-lacton zu. 

Auf Grund der vorstehend mitgeteilten Befunde kann mit Sicherheit 
veschlossen werden, daB der erwachsene Mensch mindestens 7,5 g 
Glucuronsaure-lacton quantitativ bzw. mit nur unbedeutenden Ver- 
lusten aus dem Darm resorbieren kann. Bis zu dieser Dosis sind Diffe- 
renzen zwischen der Ausscheidung nach oraler und intravenéser Zufuhr 
allein durch einen Glucuronséure-Abbau in der Leber nach oraler Zufuhr 
bedingt. Méglicherweise liegt die Resorptionsgrenze weit hoher, etwa 
bei 88—40 g Lacton. Wie jedoch aus den Versuchen an Hunden mit 
Eck’scher Fistel folgt, ist bereits bei Lactonmengen von etwa 17 g mit 
erheblichen Verlusten infolge unvollkommener Resorption zu rechnen. 

Das Glucuronsaure-Defizit nach intravenédser Injektion dirfte im 
wesentlichen durch einen Abbau in extrahepatischen Geweben ver- 
ursacht sein. Uber die Orte dieses Abbaues wird in der III. Mitteil. 
berichtet 1°, 

Herrn Dr. E. Wille, Chirurgische Klinik, bin ich ftir die Ausfiihrung der 
zahlreichen Operationen, Herrn Privatdozenten Dr. J. Jensen, Hygienisches 
Institut der Universitat Gottingen, fiir die bakteriologischen Stuhluntersuchungen 
zu groBem Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


1. Der Resorptionskoeffizient fiir Glucuronsaure-lacton betragt beim 
Meerschweinchen im Mittel 0,013, fiir Na-Glucuronat 0,0092. Aus dem 
linearen Resorptionsverlauf wird auf einen spezifischen Resorptions- 
mechanismus fiir Glucuronsaure-lacton geschlossen. 

2. Auf Grund der prozentualen Ausscheidung im Harn nach oraler 
Zufuhr steigender Lactonmengen bis 50g wird fiir den Menschen die 
obere Xesorptionsgrenze bei etwa 40g Lacton angenommen. 7,5 g 
Lacton kann der Mensch mit Sicherheit resorbieren. 

* W. B.Deichmann, J. Lab. clin. Med. 28, 770 [1943]; W. B. Deichmann 
u. 8.Witherup, Arch. Biochem, 7, 401 [1945]; W. B. Deichmann u. B. Hop- 
fenspirger, Industr. Med. Surg. 20, 417 [1951]. 

© S. Hollmann, diese Z. 297, 83 [1954], nachstehend. 


Hopye-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 297 
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3. Bei 3 g Lacton betragen die Resorptionsverluste beim Menschen 
maximal 2%, wie durch Ausschaltung der Coligruppe des Dickdarmes 


mittels Dihydrostreptomycins gezeigt werden konnte. 
4. Beim Kaninchen ist die Glucuronsaure-Ausscheidung im Harn 


nach intraperitonealer Injektion um 10—17% niedriger als nach intra. - 


vendser bzw. subcutaner Injektion, da ein Teil primar iiber die Leber 
geleitet und dort abgebaut wird. 

5. Anlage einer Eck’schen Fistel beim Hund senkt die normale 
Glucuronsiure-Ausscheidung im Harn auf fast die Halfte. Beim Hund 
sind bei einer Lactondosis von ca. 300 mg/kg etwa 50% der Differenz 
zwischen der Ausscheidung im Harn nach oraler und _ intravendser 
Zufuhr durch einen Abbau in der Leber nach oraler Zufuhr, 50° durch 
unvollstaéndige Resorption aus dem Darm bedingt. 

6. Hund und Kaninchen besitzen eine gréBere Fahigkeit, Glucuron. 
siure abzubauen, als der Mensch. ° 

7. Der Glucuronsiure-Schwund nach intravenéser Injektion wird 


im wesentlichen auf einen Abbau in extrahepatischen Geweben zuriick. 
gefihrt. 
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Uber das Schicksal der Glucuronsdure 
im tierischen Organismus 


TIT. Mitteilung: 


Vergleichende Untersuchungen iiber den Glucuronsdure-Abbau 
in verschiedenen Siugetiergeweben*’** 
Von 
S. Hollmann 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Gottingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. April 1954) 


Aus Bilanzversuchen am Menschen, iiber die in der I. Mitteilung? 
berichtet wurde, war gefolgert worden, daB der Leber eine ausschlag- 
gebende Funktion im Stoffwechsel der Glucuronsaure zugeschrieben 
werden muB. Da&B der Unterschied der Glucuronsiure-Ausscheidung im 
Harn des gesunden Menschen nach intravendser bzw. oraler Lacton- 
zufubr bis zu Lactondosen von mindestens 7,5 g tatsaéchlich durch einen 
Glucuronsiiure-Abbau in der Leber nach oraler Zufuhr bedingt ist, 
konnte durch die in der II. Mitteilung? geschilderten Resorptions- 
versuche bewiesen werden. Fiir einen betriachtlichen Abbau oral zuge- 
fihrter Glucuronsaéure in der normalen Leber sprechen auch die von 
klinischer Seite erhobenen Befunde. Fret wurst und Ahlhelm® fanden 
bei Patienten mit Hepatitis epidemica bzw. Lebercirrhose nach oraler 
Zufuhr von 10 g Glucuronsiaure-lacton eine Erhéhung der Ausscheidung 
im Harn von durchschnittlich 9% beim gesunden Menschen auf maximal 
23,8%, Siidhof und Schellong‘ bei den gleichen Leberparenchym- 
schiden eine Erhéhung von normal etwa 12% auf maximal 36%, die mit 
klinischer Besserung und Ausheilung schnell wieder auf normale Werte 
auriickging. 

Im Gegensatz zu dem starken Einflu8, den die Leber auf die Glu- 
curonsiure-Ausscheidung im Harn nach oraler Lactonzufuhr ausiibt, 
bleibt die Ausscheidung nach intravendéser Injektion sowohl bei schwerem 
Leberparenchymschaden‘, als auch nach Anlegen einer Eck’schen 
Fistel? unverindert. Auf Grund dieser Tatsachen war die Vermutung 
geiuBert worden?, daB das nach intravenéser Injektion feststellbare 


‘ nee mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft. 

** Uber einige der nachstehend mitgeteilten Ergebnisse wurde bereits auf der 
Tagung der Gesellschaft fiir physiologische Chemie 1953 in Homburg/Saar vor- 
getragen (Ber. ges. Physiol. exp. Pharmakol. 162, 369 [1954)]). 

1 8. Hollmann u. E. Wille, diese Z. 290, 91 [1952]. 

? §. Hollmann, diese Z. 297, 74 [1954], voranstehend. 

°F. Fretwurst u. H. A. Ahlhelm, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. 
Pathol. Pharmakol. 217, 382 [1953]. 

‘ H. Siidhof u. G. Schellong, Klin. Wschr. 31, 64 [1953]. 
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Glucuronsiure-Defizit im wesentlichen durch einen Abbau in extra. 
hepatischen Geweben verursacht sein diirfte. 

Die im folgenden geschilderten Versuche sollen dariiber Auskunft 
geben, ob und in welchem Umfange auBer der Leber auch extrahepatische 
xewebe zu einem Glucuronsiure-Abbau befihigt sind. 


Methodik 
Die Fahigkeit zum Glucuronsiure-Abbau wurde bestimmt: 


1. durch Messung der Atmungssteigerung bei Glucuronatzusatz* in der 
Warburg-Apparatur und 

2. durch Messung des Glucuronat-Schwundes wihrend der Exposition 
von Gewebsbrei mit Glucuronat. 


1. Technik der Warburg-Versuche: Fiir die Warburg-Versuche wurden 
ausschlieBlich Gewebe stammverwandter, minnlicher Meerschweinchen benutzt. 
Die Versuche an einem Organ der verschiedenen Tiere wurden in kurzer Folge 
hintereinander jeweils zur gleichen Tageszeit angestellt. Unter diesen Bedingungen 
war die ,,Grundatmung“ des gleichen Gewebes bei verschiedenen Tieren praktisch 
identisch, so daB alle an einem Gewebe durchgefiihrten Versuche zu einem Mittel- 
wert zusammengefaBt werden konnten. Fiir jedes Gewebe wurden Versuche an 
mindestens 4, in Zweifelsfaillen oder bei gré8erer Streuung an bis zu 9 Tieren durch- 
gefiihrt. 

Folgende Gewebe wurden untersucht: Leber als Schnitte, quergestreifte 
Muskulatur als Streifenpraparat nach Hollinger u. Mitarbb.®, Niere, Milz, Gehirn, 
Lunge und Herz als Brei. Bei den 5 letztgenannten Organen wurde Brei den 
Schnittpraparaten vorgezogen, da sich von ihnen beim Meerschweinchen nicht 
geniigend gleichartige Schnitte gewinnen lassen und am Brei daher wesentlich 
gleichmaBigere AtmungsgréBen ermittelt werden kénnen. Bei jedem Organ iiber- 
zeugten wir uns davon, daB die Beeinflussung der ,,Grundatmung‘‘ durch Glucu- 
ronatzusatz bei Verwendung von Schnitten und Brei in der gleichen Richtung und 
in etwa gleichem AusmaB erfolgte. 

In jedem Versuch wurden je 4—5 Haupt- und Kontrollbestimmungen an- 
gesetzt, lediglich bei den Milzversuchen konnten nur Doppelbestimmungen durch- 
gefiihrt werden. 


Trockengewebe/Ansatz: Je nach Atmungsintensitat 5—42 mg. 

GefaBvolumen: 13,9—18,8 cem; ko,:1,02—1,45. 

Suspensionslésung in den Kontrollansaitzen: Je 2 ccm m/15-Phosphatpuffer px 7,0 
(Sérensen), 

in den Hauptansitzen: Je 2 ccm m/200-K-Glucuronat in 

m/15-Phosphatpuffer pq 7,0. 

Im Kinsatz: 0,3 cem 10-proz. Kalilauge. 

Gasphase: O,; Dauer der Sattigung mit O,: 3 Min. 

Temperatur: 38°; Eintemperieren: 15 Min. 

Zeit vom Tode des Tieres bis zum Versuchsbeginn durchschnittlich 27 Min. 

Schiittelfrequenz: 85/Min. 

Ablesungen alle 30 Min., letzte Ablesung nach 120 Min. 


Die Trockensubstanzmenge wurde in den Versuchen mit Schnitten und 
Streifenpraiparaten durch Trocknen der in dest. Wasser abgespiilten Gewebs- 


* Glucuronsiure wurde uns als Lacton von den Deutschen Maizena- 
Werken, Hamburg, zur Verfiigung gestellt, wofiir wir auch an dieser Stelle 
bestens danken mdéchten. 

5 N. Hollinger, F. A. Fuhrman, J. J. Lewis u. J. Field, II, J. cellular 
comparat. Physiol. 38, 223 [1949]. 
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priparate, in den Versuchen mit Gewebsbrei durch Trocknen des in Wiigeglaiser 
iibergespiilten Inhaltes der Atmungstrége bei 105° bis zur Gewichtskonstanz 
bestimmt. Im letzteren Fall wurde das Trockengewicht in den Thermobarometern 
ebenfalls bestimmt und vom Gesamtgewicht der Trockensubstanz abgezogen. 

Zur Ermittlung des molaren Verhialtnisses O,-Verbrauch/Glucuronsaure- 
Abnahme wurde in einer gréBeren Anzahl von Versuchen auBerdem der Glucuron- 
siure-Gehalt in der Suspensionslésung zu Beginn und am Ende des Versuches 
bestimmt. 

2. Technik der Breiversuche: In den Breiversuchen wurde Brei aus 
Leber, quergestreifter Muskulatur, Niere, Lunge, Herz (linker Ventrikel), Milz, 
Gehirn und gesamter Magenwand vom Meerschweinchen bzw. Hund, der durch 
Zerkleinerung mittels Schere unter Eiskiihlung hergestellt worden war, in m/15- 
Phosphatpuffer, px 7,0, in einer zweiten Versuchsreihe in m/20-Ammoniak-Ammo- 
niumchlorid-Puffer, pH 8,5—8,7, enthaltend m/200-K-Glucuronat, 2 Stdn. in ver- 
schlossenen Kélbchen im Schiittelthermostaten bei 39° exponiert. Verhaltnis 
Gewebsbrei/Suspensionslésung: 1 g/4 ccm. Rippenknorpel wurde in Form von 
Schnitten zugesetzt. Die Beendigung des Versuches erfolgte durch Zusatz von 
Salzsiure/Sublimat nach Schenck, die Glucuronséure-Bestimmung in den ent- 
quecksilberten Filtraten mittels der Naphthoresorcin-Methode nach Mozolowski®. 
Mit jedem Gewebe wurde auBer dem Hauptansatz ein Kontrollansatz ohne 
Glucuronat exponiert sowie ein zweiter Kontrollansatz, dem die entsprechende 
Glucuronatmenge erst nach der EiweiBfaillung zugesetzt wurde. Die Glucuronat- 
Ausbeute in diesen zweiten Kontrollansitzen betrug im Mittel von 23 Versuchen 
98,8-++5,5%. Befriedigende Glucuronséure-Ausbeuten in Gewebsfiltraten sind mit- 
tels der Naphthoresorcin-Methode nur zu erzielen bei genauer Einhaltung der 
friiher beschriebenen Bedingungen! sowie bei Verwendung einer Reagenslosung, 
die nicht alter sein soll als 48 Stdn. und bis zum Gebrauch im Eisschrank auf- 
bewahrt werden muB. Wieweit die in Gewebsfiltraten ohne Glucuronatzusatz mit 
Naphthoresorcin erfolgende Farbreaktion auf Vorhandensein freier Glucuronsaure 
oder Glucuronide bezogen werden darf, soll an anderer Stelle besprochen werden. 

Die in den Kontrollversuchen ermittelten Glucuronat-Ausbeuten wurden bei 
der Berechnung der absoluten Glucuronat-Abnahme wahrend Exposition des ent- 
sprechenden Gewebes mit Glucuronat als Bezugswert zugrunde gelegt. Die Glucu- 
ronat-Abnahme wurde berechnet auf g Feuchtgewebe/Stde. und ist als Lacton 
angegeben. 

Die po-Messung erfolgte mittels Platin-Wasserstoff-Elektrode. 


Versuchsergebnisse 


Einflu8 von Kaliumglucuronat auf den Sauerstoff- 

verbrauch von Saugetiergeweben 

Zum Nachweis einer Atmungssteigerung durch Glucuronat in Leber- 
schnitten erwies sich m/15-Phosphatpuffer, pu 7,0, in Vorversuchen als 
am besten geeignet. Dieser Puffer fand daher in allen Versuchen An- 
wendung, obgleich er weder beziiglich Ionenstarke noch Ionenverhaltnis 
optimale Bedingungen fiir die Atmung iiberlebender Gewebe gewahr- 
leistet. 

Die mit Meerschweinchen-Geweben durchgefiihrten Versuche sind 
in Tab. 1 zusammengefaBt. Der O,-Verbrauch ist in der Tabelle fiir 
jedes Gewebe als Mittelwert aller mit diesem Gewebe durchgefiihrten 
Versuche in emm/mg Trockengewebe wihrend der gesamten Versuchs- 
zeit von 120 Min. angegeben. Wie schon im methodischen Teil vermerkt, 


6 W. Mozolowski, Biochem. J. 34, 823 [1940]. 
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Tab. 1. EinfluB von m/200-K-Glucuronat auf den Sauerstoffverbrauch von Meer. 
schweinchengeweben ; m/15-Phosphatpuffer, px 7,0; Temperatur 38°; Gasphase: 0,. 





Mittlerer O,-Verbrauch 











. ; Steigerung 
in cmm/mg Trocken- 5 
Zahl | —_gewebe in 120 Min. des O,-Verbrauches 
d 
Organ aa in Phosphat-} in cmm/mg in % 
suche | in Phosphat- puffer Trocken- der 
puffer + m/200- gewebe in | ,,Grund- 
K-Glucuronat| 120 Min. | atmung‘ 
Leber (Schnitte) 4 8,25 9,77 1,52 18,4 
Quergestreifte 
Muskulatur 9 4,41 5,61 1,20 27,3 
(Streifenpraparat) 
Niere (Brei) 6 12,01 13,06 1,05 8,8 
Milz (Brei) 4 2,93 3,61 0,68 22,9 
Gehirn (Brei) 6 6,92 7,46 0,54 7,8 
Lunge (Brei) 4 6,13 6,60 0,47 7,8 
Herz (Brei) 8 2,49 2,78 0,29 11,6 

















war die ,,Grundatmung“ in den einzelnen Versuchen am gleichen Organ 
sehr ahnlich, da auf Verwendung eines méglichst homogenen Tier- 
materials besonderer Wert gelegt wurde. Zusatz von m/200-K-Glucu- 
ronat fiihrte in allen untersuchten Geweben zu einer Steigerung des 
O,-Verbrauches, die 8—27% der ,,Grundatmung‘‘ ausmachte. In den 
Einzelversuchen war die Anderung des O,-Verbrauches durch K-Glucu- 
ronat zwar graduell sehr unterschiedlich, iuBerte sich aber immer im 
Sinne einer Steigerung. Die absolut gréBte Steigerung wurde in der Leber 
gefunden. In absteigender Reihe folgen quergestreifte Muskulatur, Niere, 
Milz, Gehirn, Lunge und Herz. Statistisch gesichert (P < 0,01) ist bei 
Auswertung mittels des ¢-Testes nach Pitau? lediglich die in Leber, 
Muskulatur und Niere gefundene Atmungssteigerung. Dennoch diirfte 
es berechtigt sein, auch die geringeren Steigerungen in den iibrigen 
Organen als real anzusehen, da Glucuronat in allen Versuchen die 
Atmung in gleicher Richtung beeinfluBte. 

Mit Ausnahme der Atmungssteigerung im Gehirn hielt die Stei- 
gerung durch Glucuronat in allen iibrigen Geweben wihrend der ganzen 
Versuchszeit an, im Gehirn war nach 60 Min. kein EinfluB auf die 
Atmung mehr feststellbar. 

In Versuchen mit Schnitten aus Muskulatur, Niere und Milz, die 
erginzend zu den in Tab. 1 aufgefiihrten Versuchen angestellt wurden, 
wurden Atmungssteigerungen in derselben Héhe gefunden. Sie betrugen 
fiir Muskulatur 17%, Niere 11% und Milz 20% der ,,Grundatmung“. 

Nachdem in friiheren Untersuchungen! an Suspensionen von Bact. 
coli beim Glucuronséure-Abbau ein Sauerstoffverbrauch von 3 Atomen 
pro Mol. Glucuronséure gefunden worden war, wurde das molare Ver- 


* K. Patau, Biol. Zbl. 68, 152 [1943]. 
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haltnis zwischen O,-Mehrverbrauch und Glucuronséure-Schwund auch 
in Schnittversuchen mit Leber, Muskulatur und Niere bestimmt, da auf 
Grund der oben mitgeteilten Atmungssteigerungen diesen drei Geweben 
die gréBte Fahigkeit zum Glucuronsaéure-Abbau zugeschrieben werden 
muB. Die Ergebnisse dieser Versuche zeigt Tab. 2. Uberraschend ist 
gunichst, daB der Glucuronat-Schwund in Muskulatur und Niere viel 
kleiner ist als er aus der Atmungssteigerung in diesen Geweben beim 
Vergleich mit Leber erwartet werden konnte. Das Verhiltnis O,/Mol 
Tab. 2. Sauerstoffverbrauch beim Glucuronat-Abbau durch Schnitte aus Leber, 


Muskulatur und Niere (Meerschweinchen) ; m/200-K-Glucuronat in m/15-Phosphat- 
puffer, po 7,0; Gasphase O,; Temperatur 38°. 








PP e-em Y, MLO. ke 
Organ madmen 'y pro |’ verschwundener 
mg Trockengewebe fp mapeinlpee seinen 
und Stde. im Mittel im Mittel 
Leber 7,2 0,69 
Quergestreifte = 
Muskulatur 2,2 2,78 
Niere 1,2 2,73 








verschwundener Glucuronsiure ist dementsprechend in Muskulatur und 
Niere wesentlich héher als in der Leber und stimmt mit dem an Bact. 
coli gefundenen Verhiltnis bestens iiberein. In der Leber wurde dem- 
gegeniiber im Héchstfalle ein Sauerstoffverbrauch von 1,05 Atomen/Mol. 
Glucuronsdure gefunden. In Leberhomogenat-Versuchen, in denen die 
Atmungssteigerung durch m/200-K-Glucuronat durchschnittlich 15% 
betrug, wurde in Ubereinstimmung mit den Schnittversuchen ein 
mittlerer O,-Verbrauch von 0,89 Atomen pro Mol Glucuronsiure 
ermittelt. Da fiir die Annahme verschiedenartiger Abbauwege der 
Glucuronsiure in den einzelnen Geweben keine Anhaltspunkte vor- 
liegen, wird aus diesen Befunden geschlossen, daB in der Leber — zu- 
mindest in vitro — der Glucuronsiure-Abbau nur eingeleitet wird, der 
oxydative Endabbau dagegen im wesentlichen in Muskulatur und Niere 
erfolgt. 

Die gleichen Ergebnisse wie mit Meerschweinchenleber wurden 
auch in Versuchen mit Kaninchen-Leberschnitten erzielt. Die Steigerung 
der ,,Grundatmung“ durch m/200-K-Glucuronat betrug in 4 Versuchen, 
die an Tieren eines Inzuchtstammes durchgefiihrt wurden, im Mittel 
28.5%. In der Leber von 4 weiteren Tieren desselben Inzuchtstammes, 
die 14 Monate lang tiglich mit 0,5 g Glucuronsaure-lacton oral behandelt 
worden waren, wurde eine mittlere Steigerung von 45% gefunden. 
Trotz véllig gleicher Werte fiir die Grundatmung war die Steigerung 
des O,-Verbrauches durch Glucuronat in den Einzelversuchen dieser 
beiden Reihen so unterschiedlich, daB der erhéhte O,-Verbrauch in der 
Leber der vorbehandelten Tiere nicht als Beweis eines tiefergreifenden 
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oder vermehrten Glucuronat-Abbaues im Sinne einer adaptiven Ferment. 
mehrbildung gewertet werden kann. 

In den zahlreichen mit Leber durchgefiihrten Versuchen wurde die 
Beobachtung gemacht, daB Glucuronatzusatz die ,,Grundatmung‘ 
sowohl prozentual als auch absolut um so stirker erhéhte, je niedriger 
die ,,Grundatmung‘“‘ war. Dieser Befund gibt eine Erklirung dafiir, caf 
sich eine Atmungssteigerung durch Glucuronat am besten in reinem 
Phosphatpuffer. nachweisen lieB, in dem die Qo,-Werte sehr niedrig 
gehalten werden. Gleichzeitig erklirt diese Tatsache vielleicht auch die 
andersartigen Befunde von Peruzzi®, der in Leber, Milz, Zwerchfell 
und Niere der weiBen Ratte keine Steigerung, sondern sogar z. TI, 
erhebliche Senkungen des Sauerstoff-Verbrauches bei Glucuronsiure. 
Zusatz beobachtete. Méglicherweise ist dieses entgegengesetzte Ergeb. 
nis aber auch durch die héheren Glucuronsiure-Konzentrationen 
(2°/99 = etwa m/90) in Peruzzis Versuchen bedingt. Uber Konzentrations- 
abhangigkeit und die Bedingungen des Glucuronat-Abbaues in der 
Leber tiberhaupt soll aber erst an anderer Stelle berichtet werden. 


Glucuronat-Schwund bei Exposition von Brei 
aus Séugetiergeweben mit Kaliumglucuronat 


Wie in den Warburg-Versuchen mit Leber-, Muskel- und Nieren- 
schnitten war auch in entsprechenden Versuchen mit Herzmuskel- und 
Milzschnitten versucht worden, den Glucuronat-Schwund wahrend der 
Exposition mit m/200-K-Glucuronat zu ermitteln. Infolge der sehr viel 
geringeren Aktivitaét der beiden letztgenannten Organe iiberschritt der 
Glucuronat-Schwund in diesen Versuchen jedoch kaum die Fehlergrenze 
der Bestimmungsmethode. Aus diesem Grunde wurden erginzend zu den 
Warburg-Versuchen Breiversuche angestellt, in denen gréBere Gewebs- 
mengen zugesetzt wurden, um sicher faBbare Glucuronat-Abnahmen zu 
erzielen. Anstelle von Phosphatpuffer, pu 7,0, diente in einer zweiten 
Versuchsreihe dieser Breiversuche m/20-Ammoniak-Ammoniumchlorid- 
Puffer, px 8,5—8,7, als Suspensionslésung, da auf Grund von Versuchen 
iiber die pa-Abhangigkeit des Glucuronat-Schwundes in der Leber* 
das pu-Optimum fiir den Abbau in der Leber, gemessen an der Glucu- 
ronat-Abnahme, bei etwa pu 8,6 ermittelt wurde. Bei diesem px findet 
ein spontaner Glucuronatzerfall noch nicht statt. Die Ergebnisse der 
gesamten Breiversuche sind aus Tab. 3 zu entnehmen. 

In Tab. 3 sind auBer den in den verschiedenen Geweben gemessenen 
absoluten Glucuronatabnahmen in y/g Feuchtgewebe und Stde. fiir jedes 
Gewebe die ,,relativen Aktivitaten‘‘ angegeben, die auf.folgende Weise 
ermittelt wurden. In jedem Versuch wurde wegen starker individueller 
Schwankungen der Glucuronat-Schwund aufer in dem zu priifenden 


8 P. Peruzzi, Boll. Soc. ital. Biol. speriment. 15, 904 [1940]; (Ref.: Ber. ges. 
Physiol. exp. Pharmakol. 124, 318 [1941}). 
* Siehe eine spitere Mitteilung von S. Hollmann u. H. D. Ohlenbusch. 
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Tab. 3. Glucuronsdure-Schwund bei Exposition von Brei aus Séugetiergeweben mit 
m/200-Kaliumglucuronat; Temperatur 39°. 














2a Ammoniak-Ammonium- 
Phosphatpuffer px 7,0 chlorid-Puffer px 8,6 
Organ a Glucuronsaure- Glucuronsiure- 
Schwund Relative Schwund Relative 
in y/g Feucht- | Aktivitat |} in y/g Feucht- | Aktivitat 
gewebe und Stde. gewebe und Stde. 
398,2 540,3 
Leber MS | (212,6—658,2) | ! (341,7—738,8) | 
387,5 343,4 
Leber Hund! (359,4—415,5) | | (280,4—406,3) | 2 

Niere MS 142,9 0,44 278,2 0,81 

Quergestreifte = Pe 
Musinindue MS list 0,37 65,2 0,09 
Gehirn MS 67,7 0,32 78,6 0,11 

Lunge Hund 95,4 0,23 
Lunge MS 176,9 0,52 
Herz Hund 80,4 0,19 92,8 0,33 
Milz Hund 57,1 0,16 226,0 0,69 
Magenwand Hund 30,7 0,07 99,9 0,36 
Rippenknorpel | Hund 19,0 0,05 1,5 0,005 




















Gewebe auch in der Leber desselben Tieres unter den gleichen Bedin- 
gungen bestimmt, und der durch ein bestimmtes Gewebe verursachte 
Schwund auf den durch Leber desselben Tieres hervorgerufenen 
Schwund = 1 bezogen. Bei px 7,0 erwies sich die Leber auch bei dieser 
Versuchsanordnung als das bei weitem aktivste Gewebe. Zwischen 
Meerschweinchen- und Hundeleber wurde kein sicherer Aktivitatsunter- 
schied festgestellt. In weitem Abstand folgen auf die Leber mit ab- 
nehmender Aktivitait Niere, Muskulatur, Gehirn, Lunge, Herz und 
Milz. Der durch Magenwand und Rippenknorpel verursachte Glucuronat- 
Schwund liegt nahe der Fehlergrenze der Methode. 

Bei px 8,6 war ebenfalls die Leber das aktivste Gewebe. Bei den 
iibrigen Geweben wurden gegeniiber den bei px 7,0 ermittelten Werten 
teils Aktivititssteigerungen, teils Senkungen festgestellt, so daB eine 
Verschiebung der Aktivitatsreihenfolge resultiert, aus der SchluBfol- 
gerungen irgendwelcher Art bisher aber nicht abgeleitet werden kénnen. 

Die auf Grund der Atmungssteigerung bzw. des Glucuronat- 
Schwundes bei px 7,0 ermittelten Aktivitatsreihenfolgen der Fahigkeit 
zum Glucuronat-Abbau in den wichtigsten Saugetiergeweben sind in 
Abb. 1 einander gegeniibergestellt. In den Warburg-Versuchen wurde 
die ,,relative Aktivitat‘‘ berechnet aus den absoluten, in Tab. 1 mit- 
geteilten Steigerungen des O,-Verbrauches, bezogen auf die Steigerung 
in der Leber = 1. Fiir Leber, Gehirn, Lunge und Herz stimmen die mit 
den beiden Methoden ermittelten Aktivitaiten véllig iiberein. Sehr aus- 
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gepragte Differenzen bestehen dagegen bei Muskulatur, Niere und Milz. 
Die Ursache fiir die Aktivitatsdiskrepanz in Muskulatur und Niere wurde 
bereits durch den Befund erklart, daB in diesen Geweben beim Glucu. 
ronat-Abbau pro Mol. 3 Atome Sauerstoff verbraucht werden gegeniiber 
1 Atom beim Glucuronat-Abbau in der Leber. Es darf wohl angenommen 
werden, daB die gleiche Ursache auch fiir die in der Milz gefundenen 
Unterschiede verantwortlich zu machen ist. Demnach kénnte man die 








10 
08: Abb. 1. ,,Relative Aktivitat‘‘ der Fahigkeit zum 
06+ , Glucuronat-Abbau der wichtigsten Saugetiergewebe, 
" ) berechnet 
a4) a) aus dem Glucuronat-Schwund bei Exposi- 
Q2 tion mit m/200-K-Glucuronat in Phosphat- 
puffer, px 7,0, bei 39°, 
AVS COEF G b) aus der Steigerung des O,-Verbrauches bei 

10 Exposition mit m/200-K-Glucuronat in Phos- 
, : phatpuffer, yy 7,0, bei 38°. 
08 N A) Leber, B) Quergestreifte Muskulatur, C) Niere, 
06 N D) Milz, E) Gehirn, F) Lunge, G) Herz. 
04; N Ordinate: Relative Aktivitat. 

N 
az N 

N 











Saugetiergewebe beziiglich ihrer Fahigkeit zum Glucuronat-Abbau in 
2 Gruppen einteilen: 

1. Gewebe, die den Glucuronat-Abbau einleiten unter Verbrauch von 
14 Mol. O,/Mol. Glucuronat (Leber, Gehirn, Lunge, Herz), 

2. Gewebe, die im Stande sind, Glucuronat unter Verbrauch von 
3/, Mol. O,/Mol. Glucuronat tiefergreifend abzubauen (Muskulatur, 
Niere, Milz). 

Die Gewebe der ersten Gruppe sind auffalligerweise diejenigen, die 
als erste Auffangorgane der Glucuronsiure nach oraler Zufuhr in Be- 
tracht kommen, Leber bei Resorption iiber die vena portae, Herz und 
Lunge bei Resorption iiber den Plexus haemorrhoidalis oder tiber das 
Lymphsystem. Der eigentliche oxydative Abbau der Glucuronsdure 
vollzieht sich dagegen in peripheren Geweben, vor allem in Muskulatur 
und Niere. 

Durch die vorstehend mitgeteilten Untersuchungen ist bewiesen, 
da auBer der Leber zahlreiche andere Gewebe zum Glucuronat-Abbau 
befahigt sind und z. Tl. Glucuronat tiefergreifend abzubauen vermégen 
als die Leber. Dennoch muB der Leber auf Grund ihrer anatomischen 
Lage und der gemessenen UmsatzgréBen fiir die Einleitung dieses Ab- 
baues besondere Bedeutung zuerkannt werden. Der in der Leber fest- 
gestellte Glucuronat-Schwund reicht voéllig aus, um den aus Bilanz- 
versuchen!, Resorptionsversuchen? und Versuchen an leberkranken 
Menschen* 4 erschlossenen Glucuronat-Abbau in der Leber zu erklaren. 
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Zusammenfassung 


1, Auf Grund der Glucuronat-Abnahme bei Exposition mit m/200- 
Kaliumglucuronat in Phosphatpuffer vom pu 7,0 ergibt sich fiir die 
Fahigkeit zum Glucuronat-Abbau in den wichtigsten Saugetiergeweben 
folgende absteigende Reihe der Aktivitaét: Leber, Niere, Muskulatur, 
Gehirn, Lunge, Herz, Milz. Ein nur unbedeutender Abbau findet in 
Magenwand und Rippenknorpel statt. 

2. In den gleichen Geweben steigert Zusatz von m/200-Kalium- 
glucuronat den Sauerstoff-Verbrauch. Die Steigerung betragt 8—27% 
der ,,Grundatmung‘“‘. Die Steigerung des Sauerstoff-Verbrauches durch 
Glucuronat ist absolut am gréBten in der Leber und nimmt in folgender 
Reihenfolge ab: Muskulatur, Niere, Milz, Gehirn, Lunge, Herz. 

3. Beim Glucuronat-Abbau durch Meerschweinchen- und Kanin- 
chenleberschnitte und durch Leberhomogenat wird pro Mol. Glucuronat 
maximal 14 Mol. Sauerstoff verbraucht, beim Abbau durch Nieren- und 
Muskelschnitte dagegen 3/, Mol. Sauerstoff/Mol. Glucuronat. 

4, Aus dem unterschiedlichen molaren Verhaltnis Sauerstoff-Ver- 
brauch/Glucuronat-Schwund und Differenzen, die sich zwischen den 
mittels der beiden Methoden bestimmten ,,relativen Aktivititen‘‘ der 
einzelnen Gewebe ergeben, wird geschlossen, daB in Leber, Gehirn, 
Lunge und Herz der Glucuronat-Abbau nur eingeleitet wird, wihrend 
ein tiefergreifender oxydativer Abbau in Muskulatur, Niere und Milz 
stattfindet. 

5. Der in der Leber nachgewiesene Glucuronat-Abbau reicht aus, 
um den auf Grund von Resorptionsversuchen und Bilanzversuchen am 
gesunden und leberkranken Menschen angenommenen Abbau in der 
Leber zu erklaren. 
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Die elektrophoretische Analyse der Gifte von 
Naja haje und Naja nigricollis 
(Schlangengifte II*) 

Von 
F. G. Fischer und Wilh. Paul Neumann** 


Aus dem Chemischen Institut der Universitat Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. April 1954) 


Wir haben die Gifte von zwei Cobra-Arten, der Agyptischen Cobra 
(Naja haje) und der Schwarzhals-Cobra (Naja nigricollis), einer elektro. 
phoretischen Analyse in der Tiselius-Apparatur unterworfen, um die 
verschiedenen Protein-Komponenten dieser Gifte méglichst vollzihlig 
zu erkennen, um wenigstens einige davon priparativ voneinander zu 
trennen, und um dann die abgetrennten Fraktionen einer physikalischen, 
chemischen und pharmakologischen Kennzeichnung zuzufiihren. Be. 
sonders nach den am Bienen-Gift gesammelten Erfahrungen! schien uns 
die Elektrophorese gut geeignet, um die schon aus friiheren Arbeiten als 
komplex bekannte Zusammensetzung der giftigen Sekrete von Colubriden 
weiter zu kléren. 

Uber die pharmakologische Priifung der von uns angewandten Roh- 
gifte und der daraus erhaltenen Fraktionen berichtet E. Habermann? 


Material und Methoden 


Die Gift-Trockenpraparate der beiden Cobra-Arten bezogen wir von 
Herrn Ferruccio Trevisiol, Asmara, Erythria; sie waren in seiner Schlangenfarm 
in Keren gewonnen. Im Hochvakuum bei 60° iiber P,O; getrocknet, verlor das Gift 
von N. haje 7,05% Feuchtigkeit, jenes von N. nigricollis 5,84°%. Die Elementar- 
analysen der getrockneten Gifte ergaben folgende prozentuale Werte: 


N. haje C 45,77 H6,79 N13,01 S4,10 P unter 0.1 Riickstand 1,82 
N.nigricollis C43,99 H6,61 N12,93 S 4,27 P unter 0.1 Riickstand 3,99 


(Mikroanalysen von Dr. A. Schoeller, Kronach; die P-Werte von uns bestimmt). 

Beide Gifte sind in den Pufferlésungen zur Elektrophorese leicht léslich, bis 
auf eine sehr geringe abzentrifugierbare Triibung von EiweiB-Natur. Die waBrigen 
Lésungen zeigen py-Werte von 6,5. Bei N. nigricollis hatten wir Gelegenheit, den 
Py-Wert des aus der Giftdriise eines uns zugesandten, lebenden Exemplars aus- 
gedriickten Gifttropfens sofort zu bestimmen, und fanden ihn bei 7,0. Kohlen- 





* T. Mitteil.: F. G. Fischer u. H. Dérfel, diese Z. 296, 232 [1954]. 
** Unter Mitarbeit von H. Bohn. 

1 F. G. Fischer u. W. P. Neumann, Biochem. Z. 324, 447 [1953]. 

2 Diese Z. 297, 104[1954]. Die papierelektrophoretische und pharmakologische 
Untersuchung einiger Schlangengifte, darunter auch von Naja nigricollis, behandela 
E. Habermann u. W. Neumann ausfiihrlich in Naunyn-Schmiedebergs Arch. 
exp. Pathol. Pharmakol., im Druck. 














7 (1954) 


Cobra 
ktro. 
m die 
‘aihlig 
Pr ZU 
chen, 

Be. 
1. uns 
n als 
riden 


Roh- 


nn’, 


von 
farm 
Gift 


itar- 


,82 
,99 


mt). 

bis 
igen 
den 
Lus- 
len- 


she 
ela 
ch, 














Bd. 297 (1954) Schlangengifte IT 93 





hydrate fehlen in den beiden Giften, wie der negative Ausfall der Reaktion nach 
Molisch zeigt. 

Die Elektrophoresen wurden mit einer Tiselius-Apparatur nach E. Wie- 
demann® ausgefiihrt, deren wesentliche Teile von der Herstellerfirma Stribin 
& Co., Basel, bezogen wurden. Wir fiihrten sowohl Versuche aus mit der analytischen 
Jelle (Querschnitt 0,75 cm?) und J = 25 mA, wie mit der praparativen Zelle (Quer- 
schnitt 2,5 cm?) und J = 52mA. Bei Substanzkonzentrationen von 1% waren 
Diagrammaufnahmen mit dem schrigen Spalt nach Philpot-Svensson, bei 
solchen von ungefaéhr 0,2°, Aufnahmen nach dem Interferenzverfahren von 
Rayleigh* am zweckmaBigsten. Der Projektionsfaktor der Optik wurde durch 
Photographie eines Glasmafstabes nachgepriift. Die Auswertung der Spaltbilder 
geschah nach optischer VergréBerung durch Auflésung des Kurvenzuges mittels 
eines Diapositiv-Satzes von idealen GauB-Kurven® und Planimetrierung des 
Flicheninhaltes der einzelnen Gradienten. Die Anteile der einzelnen Fraktionen an 
der Gesamtfliche = 100% ergeben ihre relativen Prozentwerte. Die Auswertung 
der Interferenzaufnahmen erfolgte durch Ausmessung der durch jeden Gradienten 
verursachten seitlichen Versetzung einer einzelnen Interferenzlinie* nach optischer 
VergréBerung. Die Auswertungen sind sehr genau, wie bei ihrer unabhangigen 
Wiederholung durch einen zweiten Beobachter festgestellt werden konnte (bei 
]-proz. Losungen Unterschiede der Prozentsitze erst in der Dezimale). 

Bei allen Versuchen wurde der Salzsiure-Veronal-Acetat-Puffer nach Mi- 
chaelis® in der Modifikation von E. Wiedemann’ verwendet, der iiber einen 
groBen py-Bereich anwendbar ist und sich durch gute Scharfe der in ihm wandern- 
den Gradienten auszeichnet. 

In der analytischen Zelle wurde die Stromstarke konstant auf 25mA gehalten. 
Bei py 6,8, einer Thermostatentemperatur von 2,2° und einer angelegten Spannung 
von 260 V, war in der Zelle ein Spannungsgefalle von etwa 8,5 V. In der praparativen 
Zelle flossen konstant 52 mA bei 2,0° und einer Gesamtspannung von 200 V. 

Vor jedem Versuch wurde die Leitfahigkeit des Puffers und der Analysen- 
lésung bei der Versuchstemperatur kontrolliert und angeglichen. Dazu diente eine 
Shedlovsky-Zelle mit fest verschmolzenen Platinelektroden (2 cm* Lésungs- 

bedarf)® und als Anzeigegerat eine Philips-MeBbriicke GM 4249 mit eingebautem 
Hochfrequenzgenerator fiir 1000 Perioden/sec. 

Die Berechnung der apparenten Beweglichkeit der einzelnen Gra- 
dienten erfolgt nach der Formel wu = Q-x-s/I-t. Dabei ist: Q@ = Querschnitt der 
Zelle in cm?; x = spezifische Leitfahigkeit von Puffer und Analysenlosung; 
s = durchlaufener Weg in cm; J = Stromstirke wihrend des Versuches; t = Ver- 
suchsdauer in sec. In den Tabellen sind die w-Werte mit 10° multipliziert angegeben. 


Die Ergebnisse der Elektrophorese des Giftes von Naja 
haje sind in Tab. 1 zusammengefaBt. Die angegebenen apparenten Be- 
weglichkeiten und relativen Prozentwerte der sich trennenden Frak- 
tionen wurden stets aus den Aufnahmen der Gradienten im absteigenden 
Schenkel errechnet. Abb. 1 zeigt die Banden im aufsteigenden Schenkel 
wihrend des Versuches Nr. 2, bei pu = 6,2. Die Elektrophorese bei 
dieser Aciditét bewirkt die Aufteilung des Rohgiftes in 10 verschiedene 
Fraktionen: Sechs davon (I—VI), mit 72% der gesamten Giftmenge, 

3 Beschrieben z. B. in E. Wiedemann, Plasma 1, 277 [1953]; Int. Arch. 
Allergy appl. Immunology 5, 1 [1954]. Wir danken Herrn Dr. Wiedemann fiir 
seine wertvolle Beratung bei der Zusammenstellung der Apparatur. 

4 E. Wiedemann, Helv. chim. Acta 35, 82, 1895 [1952]. 

5 E. Wiedemann, Helv. chim. Acta 30, 892 [1947]. 

6 L. Michaelis, Biochem. Z. 2384, 139 [1931]. 

7 E. Wiedemann, Schweiz. med. Wschr. 76, 241 [1946]. 

8 KE. Wiedemann, Helv. chim. Acta 30, 168 [1947]. 
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wandern kathodisch. Eine starke Fraktion (VII) bleibt unbeweglich ay 
der Ausgangsstelle. Drei sehr kleine Fraktionen (VIII—X), die in Abb. ] 
nicht zu sehen sind, wandern langsam anodisch. 


Tab. 1. Elektrophorese des Giftes von Naja haje. 
Apparente Beweglichkeiten « (x 10°) und relative Prozentwerte (%) 
der verschiedenen Fraktionen. 
































—" 1 2 3 4 5 
NT. 
on 4,0 6,2 6,2 6,8 8,5 
P 0,21% 1,0% 0,219 0,25% 0,18%, 
uU DA u | oA u % u % u oF 
I +7,57 | 6| +6,55 | 5,0] +618 | 6| +692| 62] 5.9] 17 
II 46,36 {11} +5,59 |13,5} +5,83 | 8| +5,95 |10,9} + 
I 45,70 |45| +4:73 |31,5] +4,62 137] +4,60 |34.4| +3,95 | 33 
IV 44.81 |12| +3:69 | 12,4] +3.68 | 14] +338] 9.2| +348! 10 
V +3,47 | 6] +2,66 | 5,0] +284] 6/ +261] 51! 150g] 
VI +237] 9] +131 | 436] +1.23| 6] +100 | 7,5| +2 
VII 0,0 }11} 0,0 19,0] "00 ) 0,0 
Vill —122 | 3:7 1931 0,0 } 26,7 93 
Ix 2:08 | 3.7 J J 
x —2'56 | 1.6 

















+ Bedeutet kathodische Wanderung, — anodische Wanderung. 


Da der Salzgehalt des Giftes sehr gering ist und die Leitfahigkeiten 
von Giftlésung und Pufferlésung einander angeglichen wurden, kann der 
e-Extragradient auf der absteigenden Seite vernachlissigt werden’. Die 
19% dieses Gradienten kommen also tatsichlich einer eigenen, bei 
px 6,2 nicht wandernden Fraktion zu. Im aufsteigenden Schenkel 
(Abb. 1) betragt der Startgradient 30%; die Differenz von 11% ist also 
durch den 6-Gradienten verursacht. 


Versuch Nr. 4 wurde bei pu 6,8 mit méglichst geringer Gift-Kon- 
zentration (0,25%) ausgefiihrt, um den Beitrag der Substanz zur Ge- 
samtleitfahigkeit der Lésung tunlich zu verringern und so mdglichst 
, ideale‘ apparente Beweglichkeiten und relative Prozentwerte zu er- 
ermitteln. Die Ubereinstimmung mit Versuch Nr. 2 war sowohl in den 
auf- wie in den absteigenden Banden gut; die Bilder der beiden Schenkel 
waren symmetrisch. 


Auch in saurer Lésung (px 4,0, Versuch Nr. 1, Abb. 2) trennen sich 
die beiden am schnellsten kathodisch wandernden Fraktionen I und II 
mit unverainderten Prozentwerten ab; es bewegt sich jedoch keine 
Fraktion mehr anodisch und die am Startpunkt verbleibende Protein- 
menge ist geringer geworden. Dementsprechend ist Fraktion III ver- 
starkt. 


Bei pu 8,5 (Versuch Nr.5) trennen sich die schnellsten Fraktionen I 
und II auch nach lingerer Elektrophorese nicht mehr deutlich vonein- 
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ander und auch Fraktion V und VI bleiben zusammen. Im iibrigen ist 
jedoch die nahezu gleiche Aufteilung festzustellen. 

Es ist verstandlich, daB bei verschiedenen py-Werten die elektro- 
phoretisch erkennbaren Banden sich nicht aus immer gleichen Protein- 
anteilen zusammensetzen. Die rémischen Zahlen in den Tabellen kenn- 
zeichnen also nicht bei jedem pu-Wert gleiche Fraktionen. 

Im ganzen bestitigen jedoch auch die Versuche in saurer und in 
ilkalischer Liésung die bei px 6,2—6,8 am besten erkennbare Aufteilung 
des Naja haje-Giftes in 10 verschiedene Komponenten. Aus der Ab- 
hingigkeit der apparenten Beweglichkeiten dieser Komponenten vom 
pa der Lésung lassen sich die Lagen ihrer isoelektrischen Punkte an- 
genihert schitzen: So liegt z. B. der I. P. der Fraktionen I und IT in der 
Nahe von px 11 und auch jener der Hauptfraktion III muB8 oberhalb 
yon 10 liegen. 

Eine Abnahme der Allgemeintoxizitét der Giftlésungen unter den 
Bedingungen der ausgefiihrten Elektrophoresen tritt nicht ein, wie in 
besonderen Versuchen festgestellt wurde. Es schien trotzdem méglich, 
daB im Laufe der Elektrophorese selbst oder aber bei der Eintrocknung 
des Giftsekrets nach seiner Entnahme von den Schlangen elektrophore- 
tisch sich auswirkenden Veranderungen des Rohgiftes eintreten. Zur 
Klirung dieser Frage wurde eine waBrige Giftlésung (¢ = 6%, pu 7,2) 
11 Stdn. bei 37° bebriitet und nach Verdiinnung mit Pufferlosung vom 
pu 6,2 der Elektrophorese unterworfen (Tab. 1, Versuch Nr. 3). Weder 
die Anzahl noch die Beweglichkeit und die relativen Prozentwerte der 
Fraktionen wichen wesentlich von jenen der nicht bebriiteten Gift- 
lisungen ab. Die Allgemeintoxizitaét war voll erhalten. Wir halten es 
daher fiir unwahrscheinlich, da8B starke fermentative Verinderungen des 
Rohgiftes nach der Sekretion das Bild seiner elektrophoretischen Zer- 
legung bedingen. 

Die Elektrophoresen des Giftes von Naja nigricollis lieBen die 
in Tab. 2 wiedergegebene Aufteilung erkennen (stets Auswertung der 
absteigenden Gradienten). Bei pu 6,2 findet eine Zerlegung in 8 Frak- 
tionen statt (Versuch Nr. 2). Abb. 3 gibt die aufsteigenden Gradienten 
im gleichen Versuch wieder. 

Sechs der Fraktionen (I—VI) mit insgesamt 65% des Gemisches 
wandern kathodisch; ihre Beweglichkeiten kénnen jenen entsprechender 
Fraktionen des NV. haje-Giftes an die Seite gestellt werden. Doch weichen 
die relativen Prozentwerte erheblich davon ab. Eine Fraktion (VIIT) 
bewegt sich langsam anodisch (in Abb. 3 auBerhalb des Bildrandes), ein 
betraichtlicher Teil bleibt mit dem 6-Extragradienten am Ausgangspunkt 
zuriick. Durch die oben schon angegebenen Erwigungen (Beriicksichti- 
gung des e-Gradienten) la8t sich der 6-Extragradient zu 10% und damit 
die Fraktion VII zu 25% ermitteln. Anteil V ist im Diagramm nicht 
unmittelbar sichtbar, zeigt sich jedoch bei der Auflésung des Kurven- 
zuges in einzelne GauBkurven. 
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Tab. 2. Elektrophorese des Giftes von Naja nigricollis. 
Apparente Beweglichkeiten wu (x 10°) und relative Prozentwerte (%) 
der verschiedenen Fraktionen. 





























Versuchs-Nr. 1 2 3 4a 
Pu 4,0 6,2 6,8 85 = 
c 0,19% 1,0% 0,28% 0,19% 
u % u % u |% u 1% 
I +6,93 | 38 | +6,51 |36,1| +650 | 34] +61 | 35 
II +6,17 | 24 | +5,01 [16,9] +4,82 |,22] +4,7 5 
III +5,69 | 9] +416 | 3,4| +408 | 9] +38 8 
IV +459 | 6] +3,51 | 1,9] +238 | 6] +3,5 4 
V +3,43 | 10] +2,79 | 3,5 
VI +2,51 | 4] +2,01 | 3,0] +092 | 4] bis 
+1,0 5 
VII +1,33 | 4 0,0 | 25,0 00 | 17 0,0 
bis 
VIII 0,0 5| —1,0 |10,2| —1,46 | 8 | —2,0 9 














Versuch Nr. 3 mit c = 0,28% wurde wieder zur Abschatzung der 
Konzentrationseinfliisse auf die apparente Beweglichkeit und den 
relativen Flicheninhalt der einzelnen Fraktionen ausgefihrt. Die Bilder 
der auf- und absteigenden Seite stimmten sehr gut iiberein, ein Zeichen 
der groBen Annaherung an ,,ideale“‘ Elektrophorese-Verhaltnisse. Auch 
bei der Konzentration von 1% ist die Symmetrie noch gut; die ab- 
steigenden Gradienten sind nur etwas flacher und breiter. 

Die elektrophoretische Trennung bei px 8,5 (Versuch Nr. 3) ist in 
Abb. 4 wiedergegeben. Die am schnellsten wandernde Hauptfraktion I 
findet sich auch bei dieser Alkalitét mengenmaBig unverandert wieder. 
Die Prozentwerte der schwicher basischen und nicht gut getrennten 
Fraktionen (II—VI) hingegen treten zuriick zugunsten der unbeweglich 
bleibenden Fraktion VII. 

Bei pu 4,0 (Versuch Nr. 1) scheiden sich ebenfalls 8 Komponenten 
des N. nigricollis-Giftes voneinander. Fraktion I hat nahezu den gleichen 
relativen Prozentwert behalten, Fraktion II ist gréBer geworden auf 
Kosten der langsameren Fraktionen und des bei hdherem pu unbeweg- 
lich bleibenden Anteils. 

Aus der pu-Abhingigkeit der u-Werte kann man wiederum fiir die 
Hauptfraktion I einen I. P. in der Nahe von pu 11 schatzen, fiir die 
Fraktionen IT und III zwischen 9 und 10,5. 

Polson, Joubert und Haig® haben in einer Studie iiber die elektrophore- 
tische Auftrennung der Gifte einiger Cobra-Arten in der Tiselius-Apparatur bei 
Pr 6,2 auch das Gift von N. nigricollis und N. haje untersucht?®. 





® A. Polson, F. J. Joubert u. D. A. Haig, Biochem. J. 40, 265 [1946]. 

1) Nach W. Grassmann u. K. Hannig zeigt nach Papier-Elektrophorese 
das Gift von N. nigricollis 7 Fraktionen, jenes von N.haje 5 Fraktionen (diese 
Z. 296, 30 [1954]). 
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Abb. 1. Gift der Naja haje. 

Elektrophorese bei py, 6,2, auf- 

steigende Banden. Philpot- 

Svensson-Diagramm mit 

Basisreduktion. 

C= 10%: 2 — O13; t — 20°; 

I = 52 mA; t = 18600 sec; 

@ = 30°; praparative Zelle mit 
q = 2,5 cm?. 


Abb. 2. Gift der Naja haje. 
Elektrophorese bei py 4,0, auf- 
steigende Banden. Interferenz- 
Diagramm nach Rayleigh mit 
Grundlinie. 
¢ = 0/2195; «= 0,15; t—=2;0°; 
I = 25 mA; t = 11580 sec; 
analytische Zelle mit 
q = 0,75 em?. 


Abb. 3. Gift der Naja nigri- 
collis. Elektrophorese bei py 6,2, 
aufsteigende Banden. Philpot- 
Svensson-Diagramm mit 
Basisreduktion. 


c 
I = 52 mA; t= 10560 sec; 
¢ = 


q = 2,5 cm?. 


Abb. 4. Gift der Naja nigricol- 
lis. Elektrophorese bei py 8,5, 
aufsteigende Banden. Inter- 
ferenz-Diagramm nach Ray- 
leigh mit Grundlinie. 

c = 0,19%; w=0,10; t — 2,0°; 
I =25 mA; t= 10980 sec; 
analytische Zelle mit 
q = 0,75 cm?. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, Band 297, 8, 96a. 
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Abb. 1. Gift von Bitis arietans. Elektrophorese bei py 6,8, aufsteigende Banden, 

c = 0,20%; w=—0,12; t= 2,29; [= 25mA; +t = 10440sec. Interferenz-LDia- 

gramm nach Rayleigh mit Grundlinie; analytische Zelle g = 0,75 em2, wie auch 
in Abb. 2—4. 
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Abb. 2. Gift von Bitis arietans. Elektrophorese bei pj, 9,0, aufsteigende Banden, 
c = 0,20%; wu = 0,10; t = 2,09; J = 25 mA; t = 8880 sec. 
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Abb. 3. Gift von Echis carinatus, Elektrophorese bei py 4,5, aufsteigende Banden. 
c = 0,27%; w = 0,14; t = 2,0°; I = 25 mA; t = 9660 sec. 
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Abb. 4. Gift von Echis carinatus, Elektrophorese bei py, 3,0, aufsteigende Banden. 
c = 0,23%; w = 0,16; t = 2,0°; J = 25 mA; t = 8460 sec. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physio!. Chemie, Band 297, S. 96b, 
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Zwischen den Ergebnissen dieser Autoren und unseren eigenen bestehen 
Unterschiede in bezug auf die Zahl der beobachteten Banden, ihre Beweglichkeit 
und ihre relativen Prozentwerte (diese lassen sich in der zitierten Arbeit aus den 
Abb. schaitzen). Zum Teil mégen diese Unterschiede durch die Verschiedenheit der 
apparativen Anordnungen bedingt sein; zum Teil jedoch (wie z. B. das Auftreten 
von zwei gleich groBen, stark basischen Spitzenfraktionen im Gifte der NV. nigricollis 
bei Polson u. Mitarbb.) sind sie nur durch die Annahme zu deuten, daB die Zu- 
sammensetzung des Giftsekrets ein und derselben Cobra-Art durchaus nicht immer 
gleich ist. Ob geographische Varietét oder Ernahrung, Alter, Geschlecht der zur 
Giftgewinnung verwendeten Tiere von EinfluB8 sind, bedarf noch der Klarung. Zwei 
weitere N. haje-Giftpraparate gleicher Toxizitat, die von der gleichen Schlangen- 
farm stammten, jedoch zu anderen Zeiten gewonnen waren, wurden von uns 
ebenfalls quantitativ elektrophoretisch untersucht (bei px 6,2). Sie enthielten die 
gleichen basischen Fraktioner; die Mengenverhaltnisse wichen nur um einige 
Prozente von den oben angegebenen ab. Nur in einem Giftpraparat war Fr. III zu 
52% vorhanden; dafiir fehlten die nahezu neutralen Fr. VII bis X véllig. 

Gongalves und Vieira? haben aus einer elektrophoretischen Untersuchung 
des Giftes von Bothrops jajaracussu-Exemplaren derselben Gegend den SchluB 
gezogen, daB der ,,physiologische Zustand‘* der Reptilien die Protein-Bestandteile 
inres Sekrets beeinfluBt; sie haben weiterhin aus der Untersuchung des Giftes von 
Exemplaren der gleichen Art Crotalus t. terrificus aus Nord-, Zentral- und Siid- 
Brasilien gefolgert, daB auch geographische Varietiten Unterschiede in der Zu- 
sammensetzung ihrer Sekrete zeigen. 

Diese Feststellungen zeigen aufs neue die Problematik der Untersuchung 
toxischer Proteine. Welche Bestandteile der elektrophoretisch erkennbaren Kom- 
ponenten sind fiir die Wirkung unentbehrlich, welche nur accessorisch? Durch 
welche Kriterien kann die Einheitlichkeit einer isolierten Komponente wahrschein- 
lich gemacht und ihre Identitét mit einem Protein anderer Herkunft nachgewiesen 
werden ? 

Aus den wiedergegebenen Versuchen ging hervor, daB die Rohgifte 
beider Cobra-Arten am zweckmaBigsten bei px 6,2 elektrophoretisch 
zerlegt werden. Bei dieser Wasserstoffionen-Konzentration wurden daher 
die weiteren Elektrophoresen in der priparativen Zelle ausgefiihrt, die 
eine Isolierung der verschiedenen Fraktionen bezweckten. Es ist 
in der Methode begriindet, daB nur die ,,AuBenfraktionen“, d. h. die am 
schnellsten kathodisch wandernden und die anodisch wandernden oder 
am Startpunkt verbleibenden Fraktionen frei von den anderen zu ge- 
winnen sind, die Mittelfraktionen hingegen nur gemeinsam und nicht 
ganz frei von AuBenfraktionen. 

Die Fraktionen wurden in folgender Weise aus der praparativen Zelle ge- 
wonnen: Sobald der schnellste kathodisch wandernde Gradient im aufsteigenden 
Schenkel den obersten Zellenrand erreicht hatte (unter den angegebenen Bedin- 
gungen 6 Stdn.), wurde nach entsprechender, vorsichtiger Verschiebung der Fliissig- 
keit beim Gift von N. nigricollis zwischen Fr.I und II, beim Gift von N. haje 
zwischen Fr, II und III und anschlieBend zwischen Fr. III und IV abgetrennt, und 
die iiberstehende Lisung abgezogen. In analoger Weise wurde im absteigenden 
Schenkel die Gift-Lésung von N. nigricollis zwischen Fr. VI und VII, jene von 
N. haje zwischen Fr. V und VI getrennt. Dann wurden die aufsteigenden Gradienten 
sehr langsam und vorsichtig auf ihren Ausgangspunkt zuriickverschoben und nach 
erneuter, etwa 6-stdg. Elektrophorese die Entnahme wiederholt. Nach 10—11-facher 
Wiederholung des ganzen Vorgangs (insgesamt 65—70 Betriebsstunden) wurden 
die entsprechenden Fliissigkeitsfraktionen vereinigt. Durch die Wiederholung der 

1 J.M. Gongalves u. L. G. Vieira, An. Acad. brasil. Ci. 22, 14 [1950]. 
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elektrophoretischen Trennung wurden nicht nur die AuBenfraktionen vermehrt 
erhalten, sondern auch die Mittelfraktionen weitgehend von diesen befreit. Nach 
Versuchsende wurden auch die Mittelfraktionen in zwei (nach der Wanderungs. 
geschwindigkeit) getrennten Anteilen abgezogen. 

Aus den so erhaltenen Liésungen wurden die Gift-Fraktionen durch Pikrin. 
siure gefallt und aus dem Pikrat durch salzsaures Aceton erhalten. Es war zuvor 
festgestellt worden, daB durch die Prikratfallung die toxische Wirkung der Rohgifte 
nicht merklich geschwacht wird und auBerdem, daf auch das Bild ihrer elektro. 
phoretischen Auftrennung in verschiedene Fraktionen nach der Fallung im wesent- 
lichen unverandert bleibt. Im iibrigen war nachgepriift worden, da8 Lésungen der 
beiden Gifte (c = 0,1%) in Puffer vom pq 6,2 nach siebentaégigem Stehenlassen 
bei 2? ihre Allgemeintoxizitat behalten hatten. 

Nach der praparativen Trennung enthielten die verschiedenen, zur pharmakolo- 
gischen Auswertung gebrachten Anteile der beiden Schlangengifte (A—E bzw, 
B—E) also folgende Fraktionen bzw. Fraktionsgemische (die rémischen Zahlen 
entsprechen den Fraktionen der analytischen Versuche bei py 6,2 in Tab. 1 und 2): 
Naja haje: A) I+ II; B) IIL + Anteile von I u. II; C) IV + V + wenig III; 

D) VI + wenig IV, V, VII bis X; E) VII bis X + wenig VI. 
Naja nigricollis: B) I; C) If + III + wenig I, IV, V; D) IV + V + VI + wenig 
Il, III, VII, VIM; E) VII + VII. 

Auf eine Wiedergabe im einzelnen der bei diesen Versuchen als Fraktionen 
A—E bzw. B—E erhaltenen Substanzmengen sei hier verzichtet. Der Vergleich 
mit den in Tab. 1 und 2 angegebenen Prozentwerten bot Anhaltspunkte fiir die 
Schatzung der erzielten Trennungen und Anreicherungen. Vom N. haje-Gift wurden 
insgesamt 87% der eingesetzten Menge aufgeteilt zuriickgewonnen, vom N. nigri- 
collis-Gift 75%. ~ 

Die Ergebnisse der pharmakologischen Priifung der abgetrennten 
Fraktionen, und zwar ihrer Allgemeintoxizitit, ihrer Wirksamkeit bei 
der direkten Haimolyse und ikver Aktivitit als Phospholipase A, werden 
von E. Habermann angegeben*. Hier sei nur auf zwei Folgerungen 
hingewiesen : 

Die Rohgifte beider Cobra-Arten haben nach intraperitonealer In- 
jektion in die weiBe Maus eine LD;, von 0,5 mg/kg. Die Summe der 
,, Gifteinheiten“ der elektrophoretischen, pharmakologisch ausgewerteten 
Fraktionen erreicht bei beiden Giften nahezu die Zahl der ,,Gifteinheiten“ 
der getrennten Ausgangs-Giftmenge (unter Beriicksichtigung der oben 
angegebenen Arbeitsverluste). Die Elektrophorese hat also keine Minde- 
rung der Allgemeintoxizitaét des Giftes bewirkt und auch keine Zerlegung 
in toxische Faktoren erkennen lassen, deren Zusammenwirken fiir 
den letalen Effekt notwendig wire. 

Die wirksamsten, elektrophoretisch abgetrennten Anteile sind nur 
2mal stirker toxisch, die unwirksamsten nur 3—4mal weniger toxisch 
als die Rohgifte. Eine starke Allgemeintoxizitat findet sich also in allen 
Fraktionen wieder; sie ist nicht etwa nur durch eine Komponente 
bedingt. 

In Widerspruch zu unseren Befunden stehen die Schliisse, die Polson und 
Mitarbb. aus der schon zitierten elektrophoretischen Untersuchung® der Gifte 
mehrer Cobra-Arten gezogen haben. Bestimmungen der allgemeinen Toxizitat und 
der hamolytischen Wirkung von Proben, die in verschiedenen Héhen des Elektro- 
phorese-Rohres entnommen wurden, fiihrten diese Autoren zur Annahme, daB beide 
Wirkungen in allen untersuchten Sekreten von einer Komponente verursacht 
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werden. Diese sammelt sich im sogenannten 7'-Gradienten an, der in allen Fallen 
charakterisiert sein soll durch die apparente Beweglichkeit von etwa 6,4 - 10-° cm? 
sec" V-1 (bei py 6,2 und 2°). 















Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemi- 
schen Industrie danken wir fiir ihre Hilfe, die auch dieser Arbeit zugute kam. 


Zusammenfassung 


Die Gifte von zwei Cobra-Arten, von Naja haje und Naja nigricollis, 
werden elektrophoretisch untersucht. Das Gift der ersten Schlange be- 
steht aus 10 Protein-Komponenten, jenes der zweiten aus 8. 

Mengenverhaltnisse und Beweglichkeiten der Fraktionen bei ver- 
schiedenen Acidititen werden ermittelt. 

Aus der pharmakologischen Untersuchung einiger Fraktionen (durch 
Habermann) ergibt sich, da8 in keinem der beiden Gifte die Toxi- 
zitiit auf eine einzelne, elektrophoretisch (bei pu 6,2) abtrennbare Kom- 
ponente zuriickzufihren ist. 
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Die elektrophoretische Analyse der Gifte von 
Bitis arietans und Echis carinatus 
(Schlangengifte III) 

Von 
F. G. Fischer und Wilh. Paul Neumann 
Aus dem Chemischen Institut der Universitit Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. April 1954) 


Die Wirkung der Viperiden-Gifte unterscheidet sich in den auf. 
falligsten Symptomen von jener der Colubriden-Gifte?. Schon aus diesem 
Grunde mu8 angenommen werden, daB die toxischen Hauptkomponenten 
der Sekrete beider Schlangen-Untergruppen wesentlich voneinander ver- 
schieden sind, jedenfalls stiirkere Unterschiede aufweisen, als innerhalb 
der Gruppen selbst. 

Wir haben daher der elektrophoretischen Auftrennung der Gifte 
von zwei Cobra-Arten® die Analyse der Sekrete von zwei Vipern an- 
geschlossen, nimlich der Puffotter (Bitis arietans) und der ,,sigeschuppi- 
gen“ Sandviper (Echis carinatus). Die erste Schlange ist sehr verbreitet 
in ganz Afrika (mit Ausnahme von Unterigypten und der Berberlander) 
und in Arabien; die zweite kommt in Afrika nérdlich des Aquators vor, 
in Syrien, Persien und Indien. 

Das Bitis arietans-Gift ist bisher — trotz der Hiufigkeit und Ge- 
fahrlichkeit der Puffotter — chemisch nicht bearbeitet worden; toxi- 
kologische und immunologische Untersuchungen liegen hingegen vor*4. 
Ebenso wenig sind bisher die einzelnen Bestandteile des Giftsekrets von 
Echis carinatus charakterisiert; die Wirkungen des Bisses dieser Viper 
und die Gewinnung von Heilserum wurden mehrfach beschrieben*°. 


Material und Methoden 


Die Gift-Trockenpraparate der beiden Vipern stammten aus der Schlangen- 
farm von Herrn Ferruccio Trevisiol in Keren, Erythria. Im Hochvakuum bei 
60° getrocknet, verlor das Gift von B.arietans 7,1% Feuchtigkeit, jenes von 


1 Siehe z. B. P. Boquet, Venins de serpents et Antivenins, Paris 1948. 

2 II. Mitteil.: F. G. Fischer u. W. P. Neumann, diese Z. 297, 92 [1954], 
voranstehend. 

3 A.Kartoune, Le venin de Bitis arietans (Vipére heurtante), Thése, 
Université de Lausanne, 1926. E. Grasset, A. Zoutendyk u. A. Schaafsma, 
Trans. Roy. Soc. trop. Med. Hyg. 28, 601 [1935]. 

4 0. Gessner, im Handb. exp. Pharmakol., Erg.Bd. VI, Springer-Verlag, 
Berlin 1938. 

5 T.R. Fraser u. I.A.Gunn, Proc. Roy. Soc. [London], Ser.B. 83, 491 
[1910—1911]; A. Fleckenstein, G. Berg, J. Gayer u. 8. Schénig, Naunyn- 
Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 218, 265 [1951]. 
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E. carinatus 6,4%. Die Elementaranalyse der getrockneten Gifte ergab folgende 
prozentuale Werte: 

E, carinatus C 45,73 H6,63 N12,98 82,48 P0,04 Riickstand 3,40 

B. arietans C 45,04 H6,41 N 14,62 83,10 PO0,41 Riickstand 2,58 
(Mikroanalysen von Dr. A. Schoeller, Kronach; P-Werte von uns bestimmt). 
Beide Gifte sind in Wasser und in den Pufferlésungen zur Elektrophorese leicht 
lislich, bis auf eine gut zentrifugierbare Triibung. 

Die Elektrophoresen wurden in einer Tiselius-Apparatur nach E. Wiede- 
mann ausgefiihrt, und zwar in der gleichen Weise, wie in der letzten Mitteilung 
angegeben ist. Die Gradienten in den beiden Schenkeln waren sehr weitgehend 
symmetrisch. Die in den Tabellen angegebenen Werte sind durchweg aus Ab- 
bildungen der absteigenden Gradienten errechnet. Fiir die auszuwertenden Auf- 
nahmen wurden die Elektrophoresen so lange gefiihrt, daB die ganze Abbildungshéhe 
ausgenutzt war (8400—10440 sec; in Versuch Nr. 1, Tab. 1: 5460 sec). 

Die Ergebnisse einiger Elektrophoresen des Puffotter- 
Giftes bei verschiedenen Aciditéten sind in Tab. 1 zusammengefaBt. 
Man erkennt, daB8 vorwiegend neutrale und schwach saure Protein- 
Bestandteile vorliegen und daB sich eine Aufteilung in maximal] 7 Frak- 
tionen erreichen laBt. Bei pu 6,8 (Versuch Nr. 3, Abb. 1*) befinden sich 
4/, des Sekrets im isoelektrischen Gebiet, so daB auch im langdauernden 
Versuch keine Wanderung erfolgt. Kathodisch sich bewegende Fraktionen 
fehlen ganz. Erst in ziemlich stark saurem Medium (px 3, Versuch Nr. 1) . 
ist der Hauptanteil des Giftes positiv geladen und bildet 5 Gradienten. 
Bei px 9,0 (Versuch Nr.4, Abb. 2*) betrigt der unbewegliche Anteil etwa 
1/, und die Hauptmenge trennt sich in 6 verschiedene, negativ geladene 
Fraktionen auf. 

Tab. 1. Elektrophoresen des Giftes von Bitis arietans. 
Apparente Beweglichkeiten w (x 10°) und relative Prozentwerte (%) der 
verschiedenen Fraktionen. 




















Versuchs-Nr. 1. 2: Be 4. 

PH 3,0 5,0 6,8 9,0 

c 0,23% 0,21% 0,20% 0,20% 
rie l ow iets iol «1s 

I +10,6 13 +1,8 15 0 36 

II +49,1 28* 0 82 —0,7 14* 

III +7,4 ll 0 64 —1,3 4 

IV +5,0 13 —2,0 —3,3 20 

Vv +2,2 14 —2,2 ij —2,7 18 —4,3 6 

VI 0 21 —3,l 14 —3,5 —4,9 1 

VII —6,l 13 























+-Zeichen bedeuten kathodische Wanderung, —-Zeichen anodische Wanderung. 
* In diesen Gradienten ist das Adenosin enthalten. 


Es besteht also ein bemerkenswerter Gegensatz zu den untersuchten 
Colubriden-Sekreten, die in der Hauptmenge aus stark basischen Pro- 
teinen bestehen.. Die Gradienten des Puffotter-Giftes sind auBerdem 
breiter und flacher als die der Cobra-Gifte, was eine geringere Einheit- 
lichkeit der Komponenten oder die Bildung von Assoziaten vermuten laBt. 


* Abb. 1—4, s. Tafel S. 96b. 
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Da im Bitis arietans-Sekret Adenosin zu 12% des Trockengewiclites 
enthalten ist®*, haben wir durch Elektrophorese von Lésungen dieses 
Nucleosids seine u-Werte bei px 3,0 und 9,0 ermittelt (+ 8,93 bzw. 
— 0,6) und dadurch festgestellt, in welchem der beobachteten Gift-Gra. 
dienten dieser Bestandteil mitwandert: Das Adenosin befindet sich in 
Fraktion IT. 

Auch das Gift von Echis carinatus (Tab. 2) besteht in der Haupt. 
menge aus Protein-Komponenten, die bei px 6,8 in der Nahe ihres iso. 
elektrischen Gebietes sind. Nur eine Komponente (mit 1/, der Giftmenge) 
ist schwach basisch, eine zweite schwach sauer (Vers. Nr. 3). Bei px 4,5 
bilden sich bereits zwei kathodisch wandernde Gradienten (Vers. Nr. 2, 
Abb. 3*). Eine Aufteilung in 5 Gradienten lat sich sowohl bei pn 9,0 
wie bei px 3,0 erreichen; bei px 9,0 bilden sich aus ?/; der Proteinmenge 
4 anodisch wandernde Fraktionen; bei px 3.0 verschiebt sich fast die 
ganze Proteinmenge in ebenso vielen Gradienten kathodenwirts (Vers. 
Nr. 1, Abb. 4*). 


Tab. 2. Elektrophoresen des Giftes von Hchis carinatus. 
Apparente Beweglichkeiten wu (x 10°) und relative Prozentwerte (%) 
der verschiedenen Fraktionen. 





























Versuchs-Nr. 1. 2. 3. 4. 
PH 3,0 4,5 6,8 9,0 
c 0,23% 0,27% 0,10% 0,20% 
u | % « | % *» 1% « 1% 
I +8,6 14 4,1 16 +1,9 16 0 30 
II +7,6 15 +2,1 19 0 66 —1,8 5 
III 45,5 | 56 0,0 | 54 Es i 
IV +3,6 ll —0,6 1l —4,7 18 —4,7 | 
V 0 4 —6,0 | 29 


+-Zeichen bedeuten kathodische Wanderung, —-Zeichen anodische Wanderung. 
* Die Prozentwerte dieses Versuches sind wegen der geringen Gift-Konzentration ungenau. 


Auch die Banden dieses Giftes sind breit und flach. 

Das elektrophoretische Verhalten der Komponenten des Sandviper- 
Giftes zeigt also starke Ahnlichkeit mit jenem der Puffotter-Gift- 
fraktionen und unterscheidet sich durch das Fehlen stark basischer Be- 
standteile grundsatzlich von jenem der untersuchten Cobra-Gifte’. 

Ebenfalls zum Unterschied von diesen Giften verlieren die Sekrete 
der beiden Vipern (vor allem jenes der Puffotter) beim lingeren Stehen- 
lassen ihrer Lésungen nach und nach ihre Toxizitat. 


6 I. Mitteil., F. G. Fischer u. H. Diérfel, diese Z. 296, 232 [1954]. 
* W. Grassmann u. K.Hannig geben in einer nach AbschluB unserer 


Versuche erschienenen Arbeit (diese Z. 296, 30 [1954]) mit anderen Beispielen von 
Colubriden-Toxinen (sic!) die Kurve einer papier-elektrophoretischen Trennung des 
Giftes von ,,Echis carinata (Sandrasselnatter)‘‘ an. Da jedoch die daraus erkenn- 
baren 5 Fraktionen bei py 8,6 durchweg kathodisch wandern, muB entweder eine 
Verwechslung der Wanderungsrichtung oder des untersuchten Giftes vorliegen. 

* Abb. 3 u. 4, Tafel S. 95b. 
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Die Allgemeintoxizitét unseres Puffotter-Giftpréparates betrug nach intra- 
peritonealer Injektion fiir weiBe Mause 1,0 mg/kg (LD,;). Nach 216-stdg. Auf- 
bewahren einer Lésung in einem Puffer von py 6,2 bei 2° (wie bei allen folgenden 
Versuchen) war die Toxizitét um 30% gesunken (LD; 1,5 mg/kg). Eine Lésung 
von py 9,0 hatte schon nach 48 Stdn. 30% ihrer Allgemeintoxizitat eingebiiBt, eine 
solche von py 3,0 nach 24 Stdn. 75% (LD;, 4,0 mg/kg). Das Gift von Echis carinatus 
hatte ebenfalls eine LD;) = 1,0 mg/kg (weiBe Miause, i. p.). Der Toxizitatsverlust 
einer Lésung von py 6,2 (216 Stdn. bei 2°) betrug etwa 20%, jener einer Lésung 
von py 3,0 (24 Stdn.) 30%. Bei py 9,0 (48 Stdn.) hingegen war die Toxizitat un- 
vermindert. (Alle Bestimmungen wurden im Pharmakologischen Institut unserer 
Universitat von Dr. E. Habermann ausgefiihrt.) 

Diese Unbestindigkeit der Viperiden-Gifte in Lésung lat es fraglich 
erscheinen, ob durch Elektrophorese eine praparative Gewinnung aller 
ihrer toxischen Bestandteile in unverindertem Zustand méglich sein wird. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemi- 
schen Industrie danken wir fiir ihre Hilfe, die auch dieser Arbeit zugute kam. 


Zusammenfassung 


Durch Elektrophorese der Gifte von Bitis arietans (Puffotter) und 
Echis carinatus (Sandviper) bei verschiedenen Aciditaten werden die in 
ihnen enthaltenen Protein-Komponenten charakterisiert. Im Puffotter- 
Gift werden 7 Bestandteile, im Sandviper-Gift 5 erkannt. 
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Zur pharmakologischen Charakterisierung 
elektrophoretischer Fraktionen der Gifte von 
Naja nigricollis und Naja haje 
Von 
Ernst Habermann 


Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Wiirzburg 
Vorstand: Prof. Dr. Dr. W. Neumann 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. April 1954) 


Im Anschlu8 an friihere Mitteilungen iiber die papierelektrophore- 
tische Auftrennung von Bienengift 1-* sowie von Colubriden- und Vipe- 
ridengiften*-® und zugleich iiber die pharmakologische Untersuchung 
der Fraktionen sollen im folgenden einige von F.G. Fischer und 
W. P. Neumann’ bei pg 6,2 in der Tiselius-Apparatur erhaltene Frak- 
tionen der Gifte von Naja nigricollis und Naja haje kurz pharmakologisch 
charakterisiert. werden hinsichtlich Allgemeintoxizitaét, direkter Hamo- 
lysewirkung und — unter dem Gesichtspunkt der indirekt-himolytischen 
Wirkung? — Aktivitét an Phospholipase A. 


Methodik 


Allgemeintoxizitat. In der Regel erhielten jeweils 3 weiBe Mause von 
17—30g dieselbe Giftdosis (inmg/kg) in 0,2—0,4ccm physiol. Kochsalzlésung. Die 
Faktoren fiir die geometrische Abstufung der Dosen wurden nach dem gewiinschten 
Genauigkeitsgrad zwischen 0,5 und 0,8 gewahlt. Die jeweils fiir 50% der Tiere 
tédliche Dosis (LD; 9) konnte dabei an 15—20 Tieren zwar nicht sehr genau, aber 
doch fiir den vorliegenden Zweck ausreichend bestimmt werden. Die Vergiftungs- 
symptome waren wenig charakteristisch (Mattigkeit, keine Reaktion auf auBere 
Reize, kurz vor dem Tode unregelmaBige Atmung, gelegentlich klonische Krampfe) 
und von Fraktion zu Fraktion nicht eindeutig verschieden. 

Phospholipase-Aktivitat. Hier wurde der Dotterkoagulations-Test®® be- 
nutzt. Jeweils 1 com Giftverdiinnung in physiol. Kochsalzlésung wurde mit 4 ccm 
einer 50-proz. Eigelb-Veronal-Puffer-Mischung bei p,; 7,0 2 Stdn. bei 37° bebriitet. 
AnschlieBend erfolgte Koagulation in 16 mm weiten Reagenzglisern bei 98°. 


1 W. Neumann, E. Habermann u. G. Amend, Naturwissenschaften 39, 
286 [1952]. 

* E. Habermann, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Path. Pharmakol. 
218, 108 [1953]. 

3 W.Neumann u. E. Habermann, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. 
Pathol. Pharmakol. 222, 367 [1954]. 

* W. Neumann, Ber. physikal.-med. Ges. Wiirzburg, im Druck, Vortrag v. 
22. 1. 53. 

5 W. Neumann, Naturwissenschaften, im Druck. 

6 E.Habermann u. W.Neumann, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. 
Pathol. Pharmakol., im Druck. 

7 F.G. Fischer u. W. P. Neumann, diese Z. 297, 92 [1954]. 

8 A. Fleckenstein u. B. Fettig, Z. Naturforsch. 6b, 213 [1951]. 

® E. Habermann u.W.Neumann, diese Z. 297 [1954], erscheint demnachst. 
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Von den zum Vergleich herangezogenen Giften war das von Naja naja von 
Herrn Dr. Kellaway (London) zur Verfiigung gestellt, das als Naja nigricollis II 
bezeichnete und das von Vipera ammodytes von der Firma Basilisk, Basel, 
geliefert, das Bienengift von der Firma H. Mack Nachf., Illertissen, iiberlassen 
worden. 


Ergebnisse 


Einen Vergleich der toxischen Wirkung bei intraperitonealer, intra- 
yendser und subcutaner Injektion gibt Tab. 1; einige orientierende Ver- 
suche zeigten, daB Fallung iiber das Pikrat sowie mehrtigiges Auf- 
bewahren in dem zur Elektrophorese verwendeten Puffer bei + 2° die 
Allgemeintoxizitaét der Praparate nicht wesentlich abschwiichten. 


Tab. 1. Allgemeintoxizitat einiger Schlangengifte*. 














LD,, (Naherungswert) mg/kg fiir die Gifte von 
Injektionsart Naj Naja Naja . 

ja 5 Sooeeee ipa 0d Vipera 

haje nigricollis nigricollis ammodytes 

i. p 0,5 0,4—0,5 1,0 1,5 
i, V 0,5—0,625 _ 1,5 1,25 
8. € _ _ 2—3 -- 
i. p. a) 0,5—0,75 0,5 _ we 
i. p. b) 0,5—0,75 0,5—0,75 — — 
ip: ‘¢) 0,5—0,75 0,5 — — 














* unter Mitwirkung von Frl. Wlosezyk. 
a) tiber das Pikrat als Hydrochlorid gewonnen, 
b) nach 7 Tagen bei 2° und py 6,2, 


c) nach 2 Tagen bei 2° und py 8,5. 


Bei dem Gift von Naja haje verteilt sich die Allgemeintoxizitat 
auf die von F.G. Fischer und W. P.Neumann erhaltenen Fraktionen, 
das Maximum liegt anscheinend in Fraktion D. Bei Naja nigricollis da- 
gegen besitzt die Toxizitaét ein deutliches Maximum in Fraktion C, 
welche etwas aktiver ist als das Ausgangsmaterial (Tab. 2). 


Tab. 2. Allgemeintoxizitét von Giftfraktionen * 
(LD, in mg/kg, intraperitoneale Injekt.). 











Giftart | Frakt. A | Frakt.B | Frakt. C | Frakt.D | Frakt. E 
N. haje 0,4 | 0,45—0,9** 0,75 | 0,25—0,5** 0,5 
N. nigricollis _ 1,5 0,4 1,0—1,5** 2-3 








* unter Mitarbeit von Frl. L. Wlosczyk. 

** bei der niedrigeren Dosis kein Tier, bei der héheren alle Tiere tot. 

Die direkt-himolysierende Wirkung von Naja-Giften hangt 
offenbar von mehreren Faktoren ab. Bei dem relativ einfach zusammen- 
gesetzten Bienen-Pikratgift beruht die direkte Haimolyse auf der am 
schnellsten kathodisch wandernden Fraktion I, wird jedoch durch die 
langsamere phospholipasehaltige Fraktion II unterstiitzt® *. Wahrend 
aber beim Bienengift und seiner elektrophoretischen Fraktion I die 
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direkte Himolysewirkung stark ist und in ihrem zeitlichen Ablauf in 
relativ einfacher Weise von der Konzentration abhingt, ist sie bei den 
in Tab. 3 und 4 verzeichneten Schlangengiften wesentlich schwacher und 
nimmt bei dem Nigricollis-Gift I mit steigender Konzentration relatiy 
langsam zu und bei der héchsten untersuchten Konzentration sogar 
wieder ab (Tab. 3). Dies ist ungewohnlich, und die bei diesem einfachey 
Test ersichtliche Aktivitaét der einzelnen Fraktionen (Tab. 4) ist mit 
Vorsicht zu bewerten. Wahrscheinlich wird hier die Hamolysewirkung 
durch Anreicherung oder Entfernung von Aktivatoren und Inhibitoren 


stark beeinfluBt. 


Tab. 3. Direkt-himolytische Wirkung von Naja-Giften und Bienengift 
(Zeit bis zur kompl. Hamolyse). 


























Gift von 7 Bienengift 
Konz. Naja | Naja | Naja Konz. 

haje naja |nigricoll. : Stand.| Fr. I 
1: 4000 5 Stdn.| 2 Stdn.| 44 min 1: 100000 {25sec 2 min 
1 8000 8 Stdn.|2,5Stdn.| 28 min 1: 200000 6min | 19min 
1: 16000 26 Stdn.| 5 Stdn.} 34 min 1: 400000 |18min || _ neg. 
1: 32000 neg. | 8 Stdn.| 40 min 1: 800000 |26 Stdn.}/40 Stdn. 
1: 64000 neg. |26 Stdn.| 59 min 1: 1600000 [40 Stdn. 
1:128000 |. neg. |34 Stdn.| 3 Stdn. | neg. 
1 : 256000 neg. neg. | 8 Stdn. 


Tab. 4. Direkt-hamolytische Wirkung von Nigricollis-Gift 
(Zeit bis zur kompl. Hamolyse). 








Konz. | Ausgangsgift Frakt. B | Frakt. C | Frakt. D | Frakt. E 
1: 10000 10 min 25 min 6 min neg. neg. 
1: 20000 14 min 240 min | 27min neg. neg. 
1: 40000 53 min neg. 29 min neg. neg. 
1: 80000 240 min neg. 120 min neg. neg. 
1: 160000 12 Stdn. neg. neg. neg. neg. neg. 


Bei dem Gift von Naja haje ist das himolytische Vermégen fiir eine 
Auswertung mit einer so einfachen Anordnung zu schwach, doch liegt 
anscheinend das Maximum in Fraktion C. Unter den bisher untersuchten 
Praparaten aus Nigricollis-Gift besitzt ebenfalls Fraktion C die héchste 
Aktivitat (Tab. 4). 

Die Phospholipase-Aktivitit der Gifte (Tab. 5 und 6) hat in 
beiden Fallen ihr Maximum in Fraktion E, d. h. in der Startzone. Dieser 
Teil des Giftes ist wirksamer als das Ausgangsmaterial, bei Nigricollis- 











Gift etwa 4-mal, so daB dieses Priparat rund 12—16-mal aktiver ist als 
unser als Standard fiir die Bestimmung der Phospholipase A dienendes | 
Bienen-Pikratgift. Der Phospholipase-Index dieser Nigricollis-Fraktion 
iibertrifft sogar den der Bierengiftfraktion II, welche rund 8—10-mal 
aktiver ist als Standard-Bienengift. Damit ist die Nigricollis-Fraktion E 
das aktivste bisher von uns untersuchte Priparat von Phospholipase A. | 
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Tab. 5. Phospholipase-Aktivitat der Fraktionen bei N. haje 
(Koagulationszeit von Eidotter in min, s. Text). 
































Konz Ausg.-| Frakt.| Frakt.| Frakt.| Frakt.| Frakt. a eatin 
; gift | A B | © D E_ ||Koag.- | 
Zeit 
1: 20000 26 3,5 + 8 4,5 67 78 1: 200000 
1: 40000 11 3 3,5 5,25 | 3,75 | 15 23 1: 400000 
1: 80000 6,5] 2,5 3 + 3 if 10,5 1: 800000 
1: 160000 4 1,75 | 2,5 3 2,5 5,25 5,5 1: 1600000 


Tab. 6. Phospholipase-Aktivitat der Fraktionen bei NV. nigricollis 
(Koagulationszeit in min, s. Text). 






































" i : Bi if 
F Aus- | Frakt.| Frakt.| Frakt.| Frakt. Bienen ——— 
Konz. gangs- | RB C D E gift || Frakt. | 4, 
gift Stand. II Konz. 
1: 200000 | >180 | 16,5 | > 180) >180) >180] ca. 180 || ca. 180 | 1:2 Mill. 
1: 400000 | >180 | 6,75 |ca. 180} >180) >180] 68 56 1:4 Mill. 
1: 800000 | ca. 180 | 4,75] 56 = |ca. 180) >180) 18,5 11,5 [1:8 Mill. 
1: 1600000 | 28,5 3,5 18 68 | >180] 7,25 5,5 |1:16Mill. 
1:3200000 | 10 3 12 10 |ca.180| 3,5 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir Sachbeihilfen, 
Herrn Dr. Kellaway fiir Naja-naja-Gift, der Firma H. Mack Nachf. in Iller- 
tissen fiir Bienengift. 


Zusammenfassung 


Von F. G. Fischer und W. P. Neumann bei pu 6,2 dargestellte 
elektrophoretische Fraktionen der Gifte von Naja nigricollis und Naja 
haje wurden orientierend pharmakologisch gepriift. 

Bei dem Gitt von Naja haje liegt das Maximum der Toxizitat an- 
scheinend in der Fraktion D, bei Nigricollis-Gift kommt es der Fraktion C 
zu, die zugleich die relativ stiirkste direkt-himolytische Wirkung besitzt. 

Der Gehalt an Phospholipase A geht weder mit der toxischen noch 
mit der direkt-hamolytischen Wirkung parallel. Bei beiden Giften ist die 
am Start bleibende Fraktion E am aktivsten; die des Nigricollis-Giftes 
stellt das wirksamste bisher von uns untersuchte Priparat von Phospho- 
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Die Kupplung von Proteinen an diazotiertes Polyaminostyrol 
Von 
Nikolaus Grubhofer und Lotte Schleith 
Aus dem Institut fiir Virusforschung, Heidelberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. April 1954) 


Wie kurz berichtet!, lassen sich Proteine mittels Azogruppen an 
einen porésen Polyaminostyrol-Ionenaustauscher binden. Die Verkupp. 
lung mit Diazoniumverbindungen ist als milder Eingriff in die Protein. 
molekel zu betrachten, welcher die besonderen Eigenschaften (Immun. 
spezifitaét?, biologische Aktivitat®) nicht beeinfluBt. Wir haben Serum. 
albumin, Pepsin, Diastase, Ribonuclease und Carboxypeptidase an das 
diazotierte Polyaminostyrol gekuppelt. Die Aktivitaét der Fermente 
blieb dabei erhalten. 

Kupplung mit Serumalbumin: Mit Rinderserumalbumin haben 
wir die giinstigsten Kupplungsbedingungen festzustellen versucht und 
gefunden, daB diese wenig kritisch sind. Die Proteinbindung ist nach 
30 Min. abgeschlossen, gleichgiiltig, ob bei pu 6 oder pu 9 gearbeitet 
wird, in der Kialte oder bei Zimmertemperatur, mit einem geringen oder 
gréBeren Uberschu8 an Protein. Bestimmend fiir den Endpunkt der 
Reaktion scheint in jedem Fall die Zahl der sterisch zugénglichen Diazo- 
niumgruppen zu sein. Es werden durchschnittlich 13 mg Protein auf 
lg trockenes Harz gebunden. Wenn man die Albuminmolekeln als 
Kugeln vom Mol.-Gew. 44000 und d 1,3 annimmt, welche dann einen 
Querschnitt von 17,6-14 cm? haben wiirden, so nehmen 13 mg Albumin 
eine Fliche von etwa 3m? ein. In dieser GréSenordnung liegt also die 
wirksame Oberfliche von 1g Polyaminostyrolharz der verwendeten 
Feinheit. 

Kupplung mit Fermenten: Die gepufferten Fermentlésungen 
wurden einige Stunden mit dem diazotierten Harz in der Kalte stehen 
gelassen. Die iiberschiissigen freien Diazoniumgruppen sind noch iiber 
Wochen kupplungsfahig und kénnen daher stéren. Auch ist die Stick- 
stoffentwicklung im Harz listig, wenn es in Siulen verwendet wird. Wir 
setzten daher anschlieBend das Harz mit (/-Naphthol, mit Kaliumjodid 
oder mit Alkohol um. Am wirksamsten war das /-Naphthol, von welchem 





1 N. Grubhofer u. Lotte Schleith, Naturwissenschaften 40, 508 [1953]. 
2? K. Landsteiner, The spezifity of serological Reactions, Harvard Press, 
Cambridge Mass. [1945]. 

3H. Reiner u. E.H. Lang, J. biol. Chemistry 139, 641 [1941]. 
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Tab. 1. Aktivitét der an Polyaminostyrol gebundenen Fermente. 





























Durchlauf- 
geschwindig- : 
Ferment Substrat keit bzw. — “ys Bemerkungen 
Verweilzeit a 
am Harz 
Diast vs . 1,3 cem/h geringe J sg 
- ies " Starke py 4,6 bung Saule 10mm @ 
st 0,8 cem/h keine Farbung 
verschlossen mit KJ, 
12 ccm/h 0,082 mg/ccm 
6 ccm/h 0,152 mg/ccm 
Rinderserum- scheinbare 
Pepsin albumin in Konzentra- | Siule 10 mm @ 
0,06-n.HCl tion des nicht 
fallbaren 
Tyrosins 
12 ccm/h 0,045mg P/ccm| Saule 10 mm @ 
1,5 cem/h 0,072mg P/ccm| Abbau vollstan- 
oo niedrigmo- dig, da nur 
Ribonuclease eo a 5 lek. Phosphor| 70% des P in 
ns freigesetzt niedrigmolek. 
Form frei 
werden 
l-Phenylalanin | Ansatz prapara- 
——— d,l-Chlorace- oe nach kolori- | tiv aufgearbeitet 
tidas tylpheny]l- Shik in Kew: metr.Befund| und optisch 
pep a alanin py 7,5 takt _—s quantitativ | reines /-Phenyl- 
” freigesetzt alanin isoliert 











iiber die Halfte des Harzgewichtes gebunden wurde. Das VerschlieBen 
der iiberzahligen Diazoniumgruppen mit {-Naphthol ist aber nicht 
bequem, weil man wegen der geringen Léslichkeit desselben mit groBen 
Flissigkeitsvolumina riihren mu8. Bei der Folin-Reaktion stérten auch 
die schwer ganz auszuwaschenden Naphtholspuren. Wir verwendeten 
meist Kaliumjodid, welches ebenfalls eine weitgehende Eliminierung der 
Diazoniumgruppen bewirkt. Alkohol hat den Nachteil, daB der ent- 
stehende Acetaldehyd die Fermente schadigt. 

Die Beobachtungen iiber die Aktivitit der gebundenen Fermente 
zeigt Tab. 1. 

Die Daten der Tab. 1 zeigen, daB es méglich ist, Proteine mittels 
Azogruppen an feste Strukturen zu binden, ohne daB spezifische Aktivi- 
titen dieser Proteine zerstért zu werden brauchen. Fiir Antigene ist das 
schon in einer Arbeit vonCamp bell, Luescher und Lermann gezeigt?. 
Die Autoren haben diazotierten p-Aminobenzylither der Cellulose als 
Traiger verwendet. 


4 D. H. Campbell, E. Luescher u. L. S. Lermann, Proc. nat. Acad. Sci. 
USA 87, 575 [1951]. 
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Die Bindung von Proteinen an feste Strukturen kénnte in ver. 
schiedener Richtung methodisch von Nutzen sein. Beispielsweise kénnte 
die Wechselwirkung zwischen Proteinen (Antigen-Antikérper, Ferment- 
Substrat) fiir die chromatographische Isolierung und Reinigung solcher 
Proteine herangezogen werden. Auch kénnte bei Symplexen zwischen 
Proteinen durch Messung der Adsorptionsisothermen eine Abschatzung 
der Gleichgewichtslagen méglich werden, welche anderweitig oft schwer 
durchzufiihren ist. Vom praparativen Standpunkt aus hatten struktur- 
gebundene Fermente den Vorteil, dai man die Reaktionsprodukte so. 
gleich frei vom Ferment erhalt und das Ferment immer wieder ver. 
wenden kann. 


Beschreibung der Versuche 


Polyaminostyrol: Das Harz wird von der Fa. Norsk Hydro, Oslo, nach 
Skogseid* aus nicht vernetztem Polystyrol durch Nitrierung und Reduktion 
mit Natriumsulfid hergestellt. Es ist ein grobkérniges kaffeebraunes Pulver, welches 
wir in einer Scheibenmiihle auf 60—100 DIN-Maschen vermahlen. Das Aquivalent- 
gewicht wurde durch Schiitteln mit iiberschiissiger 1-n.HCl und Riicktitration zu 
182 gefunden. Aus der Zahl der mit f- Naphthol reagierenden Diazoniumgruppen 
ergibe sich ein Aquiv.-Gew. von 275, wahrend sich aus dem Stickstoffgehalt 142 
errechnet. 

N: 9,6% (Kjeldahl) 

Diazotierung: Das Harz wird mit 2-n.HCl, Wasser, 2-n.NaOH, Wasser, 
2-n.HCl, und Wasser griindlich gewaschen und bei 60 getrocknet. 3 g trockenes 
gewaschenes Harz werden bei 0° mit 50 com 2-n.HCl und 10 cem 14-proz. Natrium- 
nitritlésung iibergossen, geschiittelt und 1 Stde. im Eisschrank stehen gelassen, 
Man oy ab und wascht dreimal abwechselnd mit 5-proz. Harnstofflésung und 
10-proz. Natriumacetatlésung. 

Versuche zur Eliminierung der Diazoniumgruppen: 2g $-Naphthol 
wurden in 15 ccm 1-n.KOH gelést und auf 100 ccm aufgefiillt. Diese Losung wurde 
mit 3 g gereinigtem Harz 24 Stdn. bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Dann wurde 
abfiltriert, mit etwas Wasser gewaschen, das Filtrat mit 20 com 2-n.H,SO, versetzt 
und einige Male mit Chloroform ausgeschiittelt. Das Chloroform wurde mit Natrium- 
sulfat getrocknet und in einem gewogenen Kolben am Wasserbad eingedampft. Der 

Riickstand wog 427 mg; 1,573 g sind also vom Harz gebunden worden. In anderen 
Versuchen wurde das Harz i in Portionen von 3 g mit 100 ccm 20-proz. Kaliumjodid 
oder mit 70-proz. Athanol 1 bzw. 10 Tage bei 37 aufbewahrt. Nach anschlieBendem 
Waschen wurde wie beschrieben mit 6-Naphthol behandelt 





mit $-Naphthol reagie- 





Agens Einwirkungsdauer rende Diazoniumgruppen, 
verschlossen, in % 
B-Naphthol. ..... 24h 100 
p teres: 24h 43,4 
20-proz. Kaliumjodid 104 73,1 
70-proz. Alkohol .. . ne = 








Kupplungsversuche mit Serumalbumin: Das Diazoniumprodukt von 
1 g Harz wurde mit den Lésungen von Rinderserumalbumin unter den verschiedenen 


* A. Skogseid, persdnl. Mitteilung. 
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Bedingungen stehen gelassen. Nachher wurde abgesaugt, mit insgesamt 400 ccm 
9n.Ammoniak, zwischendurch mit Wasser und 5-proz. Essigsiure gewaschen, die 
vereinigten Filtrate mit Eisessig neutralisiert und auf 500 ccm aufgefiillt. Die 
Proteinmenge in einem Aliquot wurde kolorimetrisch nach einer modifizierten 
Folin-Methode® bestimmt. 

Kuppeln mit Fermenten: 3g Harz wurden wie beschrieben diazotiert 
und mit 20 cem 1-proz. Fermentlésung in 10-proz. Natriumacetat iiber Nacht im 
Eis stehen gelassen. Es wurde abgesaugt und gewaschen. Zum VerschlieBen mit 
f-Naphthol léste man etwa 2 g 6-Naphthol in wenig 2-n. Natronlauge, verdiinnte 
auf 21 und neutralisierte mit Essigsiure. Der Niederschlag wurde abfiltriert und 
das Fermentpraparat iiber Nacht mit dem Filtrat geriihrt. Wenn mit Jodid ver- 
schlossen wurde, kam das Praparat 1—2 Tage mit 100 ccm 20-proz. Kaliumjodid 
in den Brutschrank bei 37°. 

Einwirkung der Fermentpraparate auf die Substrate: 3 g ferment- 
beladenes Harz kamen in eine Saule von 10 mm Innendurchmesser, an welche oben 
ein Reservoir angeschlossen war. Die Durchlaufgeschwindigkeit wurde durch Uber- 
druck geregelt. Bei Carboxypeptidase erwies es sich als zweckmafBiger, das Ferment- 
— mit der Substratlésung zu riihren, um eine vollstandige Spaltung zu 
errelchen. 

Fermente: Diastase, hochgereinigt, Merck; Pepsin 1: 10000, Bayer Lever- 
kusen, Sero-Bacteriolog. Abtlg.; Ribonuclease krist., dargestellt nach Kunitz®; 
Carboxypepdidase, dargestellt nach Anson’. 

Substrate: Starke léslich nach Zulkovski, 1-proz. in 1-m. Acetatpuffer vom 
py 4,6. Serumalbumin vom Rind, reinst, Behringwerke Marburg, 1~ proz. in 
0,06-n Salzsiure. Ribonucleinsiure hochmolekular, Zellstoffabrik Mannheim- 
Waldhof, gereinigt nach Kunitz‘, 1-proz. Lésung, mit 0,l-n. NaOH auf py 7,0 
eingestellt. d,l-Chloracetyl-phenylalanin, dargest. nach Leuchs und Suzuki’, 
l-proz. in Veronal-Puffer, py 7,5. 

Nachweis der Fermentaktivitat: Diastase: qualitativ am Ausbleiben 
baw. am Farbton der Jodstarkereaktion. Pepsin: Bestimmung nach Anson® 
durch Messung der folin-positiven Substanz im Filtrat der Chloressigsiure-Fallung. 
Ribonuclease: Alte Methode nach Kunitz® durch Bestimmung des im Urany]l- 
acetat-Trichloressigsiure-Filtrat verbleibenden Phosphors. Carboxypeptidase: Be- 
stimmung der freigesetzten Aminoséure mit Ninhydrin in der Modifikation von 
Troll und Cannan?®, 

3g Carboxypeptidase-Harz wurden mit 50 ccm Lésung von Chloracetyl- 
phenylalanin (523 mg) in 1-m. Verénalpuffer, mit Lauge auf py 7,5 nachgestellt, 

20 Stdn. bei Zimmertemperatur geriihrt. Es wurde gewaschen und im Filtrat 
172 mg Phenylalanin gemessen, gegeniiber einem theoretischen Wert von 179 mg. 
Das Filtrat wurde unter Verwendung von Doxex 50, 200—400 mesh, nach Baker 
und Sober! aufgearbeitet und 83mg Chloracetyl-phenylalanin sowie 43 mg 
l-Phenyl-alanin von [«]): 34,30 (c+ 2% in Wasser) gefunden. (Lit.!*: [a«]D 
= 35,19), 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir ihre Unter- 
stiitzung mit Sachbeihilfen. Die Fa. Norsk Hydro, Oslo hat uns freundlicherseise 
das Polyaminostyrol zur Verfiigung gestellt, wofiir wir ebenfalls bestens danken 
mochten. 


5 0.H.Lowry, N.J.Rosebrough, A.L. Farr u. R.J. Randall, J. 
biol. Chemistry 198, 265 [1951]. 

6 M. Kunitz, J. gen. Physiol. 24, 15 [1940]. 

7M. L. Anson, J. gen. Physiol. 20, 663 [1937]. 

8 H. Leuchs u. W. Suzuki, Ber. dtsch. chem. Ges. 37, 3306 [1904]. 

9M. L. Anson, J. gen. Physiol. 22, 79 [1938]. 

10 W. Troll u. R. K. Cannan, J. biol. Chemistry 200, 806 [1953]. 
110, G. Baker u. H. A. Sober, J. Amer. Chem. Soc. 75, 4058 [1953]. 
2 E, Fischer u. W. Schéller, Liebigs Ann. Chem. 357, 1 [1907]. 
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Zusammenfassung 


Die Bedingungen fiir die Kupplung von Proteinen an ein dia. 
zotiertes Polyaminostyrol-Ionenaustauschharz wurden untersucht; es 
wurde festgestellt, daB Fermente nach der Verkupplung ihre Aktivi. 
tit beibehalten. Im Falle der strukturgebundenen Carboxypeptidase 
wurde die Méglichkeit einer priiparativen Anwendung zur Darstellung 
optisch aktiver Aminosaéuren dargetan. 
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Bestimmung stationdarer Zwischenstoff konzentrationen 
Ii*. Die Entstehung der Ketokérper und ihre Beziehung zur Glykolyse 
Von 


Ernst Helmreich**, Helmut Holzer***, Walther Lamprecht 
und Stefan Goldschmidt 


Aus der Med. Poliklinik der Universitit, der Biochemischen Abteilung des Organisch-chemischen 
Institutes der Universitit und dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule 
Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Februar 1954) 


Herrn Professor K. Thomas zum 70. Geburtstag in Verehrung gewidmet 


Die Verwertung der Fructose weist im Vergleich zu der aller an- 
deren Hexosen charakteristische Unterschiede auf, wie friihere Unter- 
suchungen mit normal ernahrten, gesunden Ratten gezeigt haben!-°. 
Bei Experimenten mit hungernden und alloxandiabetischen Ratten 
konnten Chaikoff und Mitarbeiter* ebenfalls ein von dem der Glucose 
abweichendes Verhalten der Fructose feststellen®, 

Wyshak und Chaikoff* fanden die Verbrennung von !C-Glucose in der 
Leber 48—72 Stdn. hungernder Ratten um annihernd 50°, herabgesetzt, 
wihrend MC-Fructose ungestért verwertet wurde. Entsprechend war auch die 
Glykogensynthese aus 4C-Glucose stark reduziert, wihrend “C- Fructose in gleichem 
Umfange Leberglykogen bildete wie bei Verabfolgung an normal ernaihrte Ratten. 

Nun ist bekannt, daB bei Hunger, ebenso wie bei Diabetes in hohem 
Make Ketokérper gebildet werden®. Daher versuchten wir, diese Einzel- 
tatsachen -— erhéhte Ketokérperbildung und Stérung der Glucosever- 
wertung bei Hunger und Diabetes im Gegensatz zur intakten Glykolyse 
nach Fructosegaben ohne Anhaufung von Ketokérpern — in einen 


* I. Mitteil. H. Holzer, St. Goldschmidt, W. Lamprecht u. E. Helm- 
reich, diese Z. 297, 1 [1954]. 

** Auszugsweise vorgetragen (E.H.) anlaBlich der Tagung der Gesellschaft 
f. physiol. Chemie, Homburg/Saar, am 1. 10.1953. Abkiirzungen: Diphospho- 
pyridin-nucleotid = DPN. Dihydro-diphospho-pyridin-nucleotid = DPNH. 

*** Neue Anschrift: Hamburg 20, Univ. Krankenhaus Eppendorf, Physiol.- 
chem. Institut. 

1 EK. Helmreich, K. Stuhlfauth u. St. Goldschmidt, Z. Naturforsch. 
tb, 418 [1952]. 

2 KE. Helmreich, St. Goldschmidt, W. Lamprecht u. F. Ritzl, diese Z. 
292, 184 [1953]. 

3 E. Helmreich, Habilitationsschrift Univ. Miinchen, 1953. 

4 J. biol. Chemistry 200, 851 [1953]. 

5 §. 8. Chernick, J. L. Chaikoff u. S. Abraham, J. biol. Chemistry 193, 
793 [1951]. 

6 Dies ist eines der auffalligsten Merkmale der verinderten Stoffwechsel- 
lage, denn nach 8. Weinhouse, R.H. Millington u. B. Friedman bildet die 
Hungerleber dreimal mehr Ketokérper als die Leber gesunder, normal ernahrter 
Ratten. J. biol. Chemistry 181, 489 [1949]. 
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causalen Zusammenhang zu bringen. Dazu war es nétig, eine Ver. 
kniipfung von Reaktionen der Glykolyse mit den Enzymmechanismen 
zu finden, die fiir die Entstehung der Acetessigsiiure verantwortlich sind. 

Die Anhiufung der Ketokérper im Hunger und bei Diabetes soll 
nach der allgemein acceptierten Ansicht durch eine Stérung der End. 
oxydation der Fettsiuren verursacht sein. Infolge der Glykolysesperre 
soll das Angebot an verbrennbarem Substrat verringert sein, was einen 
herabgesetzten Umsatz im Citronensadurecyclus und mangelndes An. 
gebot an Oxalacetat zur Folge hat. So muf Acetyl-S-CoA, da der zur 
Endoxydation via Citronenséiure nétige Kondensationspartner (Oxal- 
acetat) nicht ausreichend verfiigbar ist, in gr6Berem Umfange mit sich 
selbst zu Acetoacetyl-S-CoA kondensieren. 

Gegen diese Annahme spricht eine Reihe neuerer experimenteller 
Befunde’:*. So ist bei alloxandiabetischen Ratten die Oxydation der 
Brenztraubensiure sogar vermehrt, jedoch der Aufbau der aus ihr ent- 
stehenden aktivierten Essigsiure zu hdheren Fettsiuren vermindert. 
Die Zufuhr von Insulin, d. h. die Behebung der Glykolysestérung, ver- 
kleinert die Oxydation (#C-Pyruvat) und steigert die Synthese 
(h6here Fettsiuren). Demnach verursacht Insulin eine Umstellung von 
Dissimilation auf Assimilation’. 

In letzter Zeit ist es Lynen und Mitarbeitern gelungen, die En- 
zyme des Fettsiurecyclus zu isolieren und zu identifizieren!°—3, 


Reaktionsschema des Fettsiure-Cyclus! 
’-Ketoth olase 
(1) 2 CH,-CO-S-CoA ~ —- CH,:CO:CH,:CO-S-CoA + SH—CoA 
p-Ketoreductase 
2) CH,-CO-CH,:CO-S-CoA + DPNH + H* + = 
CH,-CHOH-CH,:CO-S-CoA + DPN+ 


Crotonase 


(3) CH,-CHOH:-CH,-CO-S-CoA — ~ CH,:CH:CH-CO-S-CoA+H,0 
Athylenreductase* + 2H 
(4) CH,-CH:CH-CO-S-CoA *— —, CH,°CH,°CH,:CO-S-CoA 


Danach bedarf die Fettsynthese reduktiver Vorgiinge und ist von 
DPN als wasserstoffiibertragendem Co-Ferment abhingig (vergl. Reak- 
tion (2), katalysiert durch 6-Ketoreductase). Wir glauben nun, daB die 
Férderung der Lipogenese und die Hemmung der Ketogenese von einem 


* 8.8. Chernick u. J. L.Chaikoff. J. biol. Chemistry 188, 389 [1951]. 

8’ R.O. Brady u. 8. Gurin, J. biol. Chemistry 187, 589 [1950]. 

®M. J. Osborn, J.L.Chaikoff u. F. M. Felts. J. biol. Chemistry 193, 
549 [1951]. 

10 F. Lynen, L. Wessely, O. Wieland u. L. Rueff, Angew. Chem. 64, 
687 [1952]. 

11 W. Seubert u. F. Lynen, J. Amer. chem. Soc. 75, 11, 2787 [1953]. 

12 Vgl. auch I. R. Stern u. A. del Campillo, J. Amer. chem. Soc. 75, 2777 
[1953]. 

13 F, Lynen u. 8. Ochoa, Biochim. biophysica Acta 12, 299 [1953]. 

14 Vgl. auch H. Beinert, R. M. Bock, D. S. Goldman, D. E. Green, 
H. R. Mahler, S. Mii, P.G. Stansly u. 8S. J. Wakil, J. Amer. chem. 
Soc. 75, 16, 4111 [1953]. 
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ausreichenden Angebot an Wasserstoffdonatoren (DPNH) abhangt, die 
bei der Glykolyse (Triosephosphat-Dehydrierung) anfallen. Ist durch 
einen Stop der Glykolyse, wie bei Hunger und Diabetes, das Angebot 
an hydriertem DPN herabgesetzt, so wird die Fettsynthese mangels 
reduzierender Co-Fermente weitgehend eingeschrinkt und Ketokorper 
hiufen sich an. Diese Annahme erklart zwanglos, daB intakte Glykolyse 
Ketokérperbildung verhindert?. 

LaBt sich diese Annahme beweisen, so wire eine enzymchemisch 
exakt definierte Beziehung zwischen der Glykolyse und dem Fettstoff- 
wechsel gegeben. Nicht die Oxydation der Fettsiuren, sondern die 
Synthese ist bei Hunger und Diabetes gestort. 

Demnach muB eine Beziehung der Ketok6érperbildung zur statio- 
niren Konzentration an Pyridin-Cofermenten bestehen’. Wir 
bestimmten daher die stationiire DPN/DPNH-Konzentration in Ratten- 
leber bei Hunger und Diabetes im Vergleich zur normalen Stoffwechsel- 
lage. Gleichzeitig wurde die Acetessigsiiureausscheidung im Harn kon- 
trolliert. 

Versuche 

Versuchsanordnung: 6—8 Monate alte, weibliche Ratten eines Sprague- 
Dawley-Reinzuchtstammes* wurden durch einen Scherenschlag decapitiert, das 
Abdomen eréffnet, die Leber sofort nach dem schon beschriebenen Verfahren 
aufgearbeitet und ihr Gehalt an DPN und DPNH erfaBt (vgl. I. Mitteil.). 

Standarddiat: Alle Tiere erhielten einige Wochen vor der Stoffwechsel- 
belastung (Hunger, Diabetes) eine ausreichende Standarddiat!® gleichbleibender 
Zusammensetzung. Die gleiche Kost wurde auch liingere Zeit vor dem Versuch 
an die Kontrolltiere zur Ermittlung der Normalwerte DPN/DPNH (vgl. Tab. 1) 
verabreicht. 

Zusammensetzung der Diat!® 


19.2°, Weizenkornabfalle 7,.0°,, Trockenmagermilch 

19,2°, Weizenschrot .7°, WeiBes Fischmehl (60°, Protein- 
19,2°,, Haferflocken gehalt) 

9,5°, Gerstenschrot 1,2°,, Trockenhefe (40°, Proteingehalt) 
9,5°, Maisschrot 0,5°, Jodfreies Kochsalz 

95°, Knochenmeh] (45°, Protein- 0,5°, Lebertran 


gehalt) 


Das Futter wurde nach Mégliehkeit durch fett- und wasserlésliche Vitamine 
(Nestrovit), durch rohes Fleisch, Fisch und Kartoffelabfille, durch Zucker- und 
Salzlésungen variiert und verstarkt. Teilweise haben wir die Standarddiat durch 
Zugabe des sog. ,,Latzfutters’*!’ in Wiirfelform ersetzt. 

Bestimmung der Acetessigsiure als Aceton: Acetessigsiure wurde 
als Aceton nach Lauersen?!® bestimmt. Der Harn wurde in iiblicher Weise in 


15 Erst kiirzlich konnten J. van Baalen u. 8. Gurin zeigen, daB ein los- 
liches Enzymsystem aus Taubenleber zur Fettsynthese aus C-Acetat DPN als 
Cofactor benétigt. J. biol. Chemistry 205, 303 [1953]. 

* Dr. H. Behringer, Miinchen, Fauststr. 52. 

16 The UFAW Handbook on the Care and Management of Laboratory 
Animals, London, Bailliére, Tindall und Cox (1949), 8. 120. 

17 Fa. Latz, A.G., Euskirchen (Rheinland). 

18 Klin. Wschr. 15, 339 [1936]; 16, 1187 [1937]; vgl. auch Med. Chemie von 
K. Hinsberg und K. Lang, Urban u. Schwarzenberg, 1951. 

g* 
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der von Lauersen angegebenen Apparatur sauer destilliert und das Destillat 
unmittelbar in eine Vorlage mit Salicylaldehyd und Natronlauge eingeleitet. Die 
bei Anwesenheit von Aceton nach Zugabe des Salicvlaldehydes entstehende Farbe 
wurde am Photometer Eppendorf* bei 578 mu gemessen. Da zu erwarten war, 
daB die bei den folgenden Versuchen in Tropfflaschen in die paraffinierten Stoff. 
wechselkafige zur Verfiitterung eingegebenen Zuckerlésungen in die zur Aufnahme 
des 24-Stdn.-Harnes bestimmte Vorlage einlaufen kénnten, wurden Proben von 
10-proz. Fructose-resp. 10-proz. Glucoselésung in analoger Weise auf Aceton auf. 
gearbeitet. Jedoch zeigten Zuckerlésungen keinen Acetonblindwert. 

Bestimmung des Blutzuckers: Zur Zuckerbestimmung wurde den 
diabetischen Ratten Blut aus der Schwanzvene oder bei der Decapitation ent- 
nommen. Zuerst wurde der Blutzuckergehalt (mg°®,) in bekannter Weise nach 
Hagedorn und Jensen!® ermittelt. Spaiter wurde jedoch ausnahmslos die 
von Frank und Kirberger?® angegebene kolorimetrische Methode zur Bestim- 
mung der ,,wahren** Glucose im Blut beniitzt. 


Ergebnisse 


Normalwerte: Auf Grund unserer Versuche (Tab. 1) kann der 
Gehalt der Leber gesunder, reichlich ernahrter Ratten an DPN zu 317 y/g 
Leber Feuchtgewicht angegeben werden (Mittelwert aus 17 Versuchen). 
Der Gehalt an DPNH betriagt 120 y/g, die Summe (DPN + DPNH) 
437 y/g. Hieraus resultiert ein DPN/DPNH- Quotient von 2,6: 1. 

Bei 8 Tieren (vergl. Tab. 1) wurde die Acetessigsiure-Ausscheidung 
kontrolliert. In der 24-Stdn.-Menge Harn gesunder, reichlich ernahrter 
Ratten findet sich Aceton nur in Spuren (etwa 4 y). 

Die Stoffwechsellage nach 72 und 120 Stdn. Hunger: Ver- 
gleicht man die normalen Kontrollwerte mit den Analysendaten (Tab. 2) 
der Leber von Versuchstieren gleicher Species, die 72 bis 120 Stdn. ge- 
hungert hatten, so ergibt sich, daB mit der Dauer der Hungerperiode 
die Konzentration an hydriertem Coferment in der Leber immer mehr 
abnimmt, wobei sich auch das Verhiltnis DPN/DPNH zugunsten des 
DPN verschiebt. Dies erscheint im Hinblick auf unsere einleitend for- 
mulierte Arbeitshypothese besonders wichtig. Der Gehalt der Leber an 
DPNH betragt nach 72 Stdn. Hunger nur noch 54°,, nach 120 Stdn. 
Hunger nur noch etwa 23° des Kontrollwertes. Auch der Gehalt der 
Leber an oxydiertem DPN sinkt ab. Nach 72 Stdn. Hunger finden sich 
rd. 90°, (281 y) und nach 120 Stdn. Hunger 80°, (253 y) des normaler- 
weise vorhandenen DPN. Die Summe des hydrierten und oxydierten 
DPN betragt nach 72 Stdn. Hunger nur noch etwa 79%, nach 120 Stdn. 
Hunger nur noch etwa 64°, des normalen Vergleichswertes. Besondere 
Beachtung verdient die Verschiebung des DPN/DPNH-Quotienten im 
Hunger. Errechnet er sich unter normalen Stoffwechselbedingungen zu 
etwa 2,6: 1, so erhéht er sich nach 72 Stdn. Hunger bereits auf 4,4: 1 
und nach 120 Stdn. sogar auf 9,8: 1. 


* Photometer Eppendorf, Fa. Medeor Hamburg, Universititskrankenhaus, 
Eppendorf. 

19 H.C. Hagedorn u. B. N. Jensen, Biochem. Z. 135, 146 [1923]; 137, 
92 [1923]. 

20 H. Frank u. E. Kirberger, Biochem. Z. 320, 359 [1950]. 
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Tab. 1. DPN/DPNH-Gehalt der Leber(y/g Leberfrischgewicht) normaler Kontroll- 
tiere (Ratten) nach Verabreichung einer Standardkost. 









































CS yy DPN 
42]. | gs ||  Aceton DPN | DPNH + DPN 
£18 | % | | 7/24-Stdn.- DPNH | ppnu 
o a Wee Harn ; = : 3 
Sil : ee y/g Leberfrischgewicht 
2.9 
l 2 | 235 6 273 94 367 : 
' 2,2 
2 Q | 278 5 286 130 416 : 
2,2 
3 3 | 194 2 283 126 409 7 
1,7 
4 3 | 160 6 238 137 375 
>» 9D 
5 3 | 1389 6 322 146 468 - 
97 
6 3 | 350 244 90 334 — 
9°77 
7 Q | 250 370 133 503 — 
e 2,8 
8 | 3 | 2 | 270 370 129 499 —— 
= 1 
= 1,9 
9 | = 2 | 240 4 218 112 330 — 
ora) 1 
| 3 
1 | © Q | 230 4 387 126 513 —- 
27 
] 2 | 220 347 128 475 - 
2,3 
12 2 | 230 345 144 489 — 
95 
13 Q | 260 337 130 467 “ 
‘ , : 2,6 
l4 3 | 250 2 304 115 419 + 
A ; , " 3,1 
15 3 | 300 362 117 479 : 
16 2 | 190 352 93 445 “— 
3,7 
17 Q | 220 347 93 440 — 
2,6 
Mittelwert | 4 | 317 120 437 — 











Erwartungsgema8 stieg im Hunger auch die Ausscheidung von 


Acetessigsiure (Aceton) im 24-Stdn.-Harn betrichtlich (um das 7 bis 


16 fache) an. Nach 72 Stdn. Hunger finden wir 28 y/24-Stdn.-Harn, 


nach 120 Stdn. Hunger 66 y Aceton. 


Die Unterbrechung der Hungerperiode durch Fructose: 


Wir haben nun, wie Tab. 3 zeigt, versucht, die Stoffwechselstérung nach 
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Tab. 2 _—s Gehalt der Lel ] der Ratt 
ab. 2. aszz-Gehalt der Leber hungernder Ratten. 
DPNH € ebe ungernde € 
A Sm we DPN 
4 te a/lEs|Fs ete DPN | DPNH | fs DPX 
gg) = Silo” 1c & |y/24-Stdn.- DPNH 
x , S . & Vi | a 
oe} | 8 ——-————| ern — : DPNH 
> ~ | Futterentzug Leberfrischgewicht 
Dauer der Hungerperiode 72 Stdn. 
] 230 | 178 30 312 62 374 + 
2| 2 280 | 245 ul 304 69 37: =< 
i ; = b 4.3 
3 me) 240 | 200 42 280 65 345 7 
te 246 | 194 29 227 62 289 al 
. ss se: 4.4 
Mittelwert 28 28] 65 345 i 
Dauer der Hungerperiode 120 Stdn. 
: _ 17.0 
] : 310 | 228 108 350 21 371 i 
+ _ . 8 
2 = 280 | 188 i4 225 28 253 i 
= 7 
3 *) 320 | 219 39 220 31 251 i 
© 7,0 
4 44 218 30 248 
; a 9.8 
Mittelwert 66 253 28 281 i 


72 Stdn. Hunger — eine Situation, die durch das merkliche Absinken 
des Gehaltes der Leber an hydriertem DPN ebenso wie durch erhédhte 
Ketok6érperbildung, wohl infolge der zum Erliegen gebrachten Glykolyse, 
gekennzeichnet ist — durch ausschlieBliches Verfiittern von Lésungen 
10-proz. Fructose wahrend weiterer 24 Stdn. wieder zu beheben. In der 
Tat bewerkstelligt die alleinige Verfiitterung von 10-proz. Fructose- 
lésung eine vollige Normalisierung der Stoffwechsellage. Die Werte 
fiir DPN und DPNH sowie die hieraus errechnete Summe DPN +DPNH 
entsprechen ebenso wie der DPN/DPNH-Quotient unter Beriicksich- 
tigung der Fehlerbreite den Werten, die auf Grund unserer Analysen 
(Tab. 1) die normale Stoffwechselsituation in der Leber reichlich er- 
naihrter Ratten charakterisieren. 

Die Tatsache, daB die im Hunger erhéhte Acetonurie (15 y), auf- 


hért (5 y), sobald der DPNH-Gehalt der Leber wieder ansteigt, und 
den Normalwert erreicht, darf besonders hervorgehoben werden. Dies 
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Tab. 3. Versuche, eine 72-stdg. Hungerperiode durch ausschlieBliches Verfiittern 
10-proz. Fructose-Lésung zu unterbrechen. 





















































































ati ~ 4 Aceton DPN 
DPN . Z y/24-Stdn.-Harn| pDpN DPNH ie 
)PNH Z| ex lai nach 72 Stdn. |, DPNH DPN 
s| 2 z| 4 Hunger DPXH 
2 <|o | € vor | nach 
& | Verabreichung y/g Leberfrischgewicht 
» ies von Fructose 
“| 72 Stdn. Hunger + 24 Stdn. 10°, Fructose 
44 - 
l g 10 4 314 122 436 — 
4.3 I 
2 9 43 5 312 102 414 — 
3.7 
95 
i 3 ¢ 7 6 330 130 460 — 
4 g o 2,¢ 
- 4/8 19o]8 1] 16 8 326 126 452 a 
=| nN 1 
S 2.8 
5, = 1 eo] | 9 3 302 108 410 — 
oa) o 1 
a wo 2 
70 6} o |} oe] | 22 10 260 126 336 > 
2,2 
. 7 9 8 7 258 118 376 = 
nA 
: 8 Q 9 3 300 124 424 + 
a 2.2 
3 9 9 12 2 328 152 480 — 
l 
8 2.5 
de Mittelwert 15 5 303 123 426 T 
l 
— ist dann der Fall, wenn die Hungerperiode durch Zufuhr von Fructose 
ohte abgebrochen wird. 
wm Stérung der Glucoseverwertung bei Hunger: Wurde aber, 
An auf die 72-stdg. Hungerperiode (DPNH 65 y) folgend, 24 Stdn. lang 
a ausschlieBlich eine 10-proz. Glucoselésung verfiittert, so blieb der Ge- 
Re halt der Leber an hydriertem DPN (64 y) unverandert niedrig (Tab. 4). 
Se- : ; . . y : a “ 
nes Auch die Summe DPN + DPNH (385 y) sowie der DPN/DPNH- 
NH Quotient (5,5/1) entsprach im wesentlichen den niedrigen Werten nach 
als 72 Stdn. Hunger (Summe: 345 y; DPN: DPNH = 4,4:1). 
hate Die Ketokérper-Ausscheidung blieb im Harn unverandert hoch, weil 
an die Zufuhr von Glucose allein die Bildung von DPNH in der Hunger- 
leber nicht mehr foérdern konnte. Nach 72 Stdn. Hunger, vor Zugabe 
der 10-proz. Glucoselésung, wurde ebensoviel (26 y) Aceton/24 Stdn. 
vuf- Harnmenge ausgeschieden, wie nach 24-stdg. Verabfolgung von Glucose. 
and Der EinfluB von Insulin auf die Stérung der Glucose- 
dies verwertung bei Hunger: Es war naheliegend, zu versuchen, mit In- 
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Tab. 4. Versuche, eine 72-stdg. Hungerperiode durch ausschlieBliches Verfiittern 
10-proz. Glucose-Lésung zu unterbrechen. 
























































Aceton DPN 
— . »/24-Stdn.-Harn oN | DPNH 
~ Gewicht in g v/ ince DPN + + 
= nach 72 Stdn. r mG 
A 8 < vor | nac h Hunger _— ™ _DPN = 
Elia] 3siv ; DPNH 
S| < | & | Verabreichung | yor | nach - 
7 von Glucose Verabreichung | y/g Leberfrischgewicht 
von Glucose 
72 Stdn. Hunger + 24 Stdn. 10°, Glucose 
: . 5,7 
1 2 230 214 31 36 273 48 321 i 
2 8,2 
2} 2] 9 222 207 _ 44 361 44 405 I 
= ; 4,2 
3} 0 | 9 230 224 23 10 324 77 401 7 
a we 3,9 
4 190 179 24 12 328 85 413 = 
oo ” 5,5 
Mittelwert 26 26 322 64 385 -_— 

















sulin die Verwertungsstérung fiir Glucose in der Leber hungernder Ratten 
wieder aufzuheben (Tab. 5). Verabfolgten wir nach 72 Stdn. Hunger 
wahrend weiterer 24 Stdn. zusammen mit der 10-proz. Glucoselésung 
1 I. E. Insulin*/100 g Ratte (subcutan), so konnte die nach 72 Stdn. 
Hunger zum Stillstand gekommene Glykolyse wieder in Gang gesetzt 
werden. Nach dieser Behandlung stieg der DPNH-Gehalt der Leber 
auf durchschnittlich 108 y (90° des Normalwertes) an. Der Quotient 
DPN/DPNH betrug nunmehr 2,2:1 (normal 2,6:1). Entsprechend ging 
die Acetonausscheidung von 23 y vor der Zugabe von Glucose und 
Insulin auf 8 y nach der Verabreichung zuriick. 

Wurde im AnschluB an die Hungerperiode 48 Stdn. lang 10-proz. 
Glucose und jeweils taglich (d.h. 2 mal) 1 I. E. Depotinsulin/100 g 
Ratte verab folgt, so stieg der DPNH-Spiegel auf 114 y, (95° des Normal- 
wertes). Der DPN/DPNH- Quotient war auf 2,5:1 abgefallen. 

Als Folge des Wiederanstiegs des DPNH-Spiegels in der Leber fiel 
auch der bei dieser Versuchsreihe nach Hunger besonders hohe Aceton- 
gehalt des 24-Stdn.-Harns (50 y) merklich ab (13 y). 

Unsere Analysendaten zeigen demnach, dab die gleichzeitige Ver- 
abreichung von Insulin und Glucose, ebenso wie die Verfiitterung von 
Fructose allein die charakteristische Stoffwechselstérung bei Hunger 
wieder beheben kann. 





* Depotinsulin (Hoechst). 








Vers.-Nr. 
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Tab. 5. Versuche, eine 72-stdg. Hungerperiode durch Verabreichung 10-proz. 
Glucose-Lésung und Insulin zu unterbrechen. 





Gewicht in g 


e 5 

Peat sy lates vor | nach 
z| = | 2 | Verabreichung 
| o ; 

= ) von Glucose 
ad 


und Insulin 


Aceton 
y/24-Stdn.-Harn 
nach 72 Stdn. 
Hunger 


DPN 


DPNH 


DPN 
4- 


DPNH 





vor | nach 
Verabreichung 
von Glucose 


y/g Leberfrischgewicht 


DPN 
DPNH 























und Insulin 








72 Stdn. Hunger + 24 Stdn. 10-proz. Glucose + 1 I.E. Depotinsulin/100 g 
Ratte (subcutan) 








3 y 

1} = 250 270 26 8 269 115 384 a3 

> 2.1 
917 19 192 210 19 8 211 100 311 = 

2,2 

Mittelwert 23 8 240 108 348 7 


























72 Stdn. Hunger + 48 Stdn. 10-proz. Glucose + 2 x 1 I.E. Depotinsulin/100 g 
Ratte (subcutan) 








9°« 

1}3]°¢ 234 250 31 6 246 109 355 _ 
S | , : _ | 28 
2/4 ° 170 190 76 9 246 89 335 == 
D ai 

3 e 252 270 42 24 340 144 484 “— 
2,5 

Mittelwert 50 13 D7 114 391 T 























Alloxandiabetes: Auf Grund der Ahnlichkeit® der pathologischen 
Stoffwechsellage bei Hunger und Diabetes (Ketok6érperbildung und 
Glykolysest6rung) haben wir Versuche mit alloxandiabetischen Ratten 
durchgefiihrt (Tab. 6). Sprague-Dawley-Ratten wurden, nachdem der 
Diabetes manifest war, im allgemeinen 6—19 Tage nach der 1. Alloxan- 
injektion®! getdtet. Auch bei Diabetes (Tab. 6) finden wir ebenso wie 
im Hunger, eine deutlich verminderte stationire DPNH-Konzentration 
in der Leber. DPNH in der Leber nimmt unter Verschiebung des 
DPN/DPNH- Quotienten von 2,6:1 auf 4,5:1 durchschnittlich um 48% 
des Normalwertes ab. Der Gehalt an oxydiertem DPN ist um 15% 
niedriger als der normaler Leber. 





"1 Chemische Darstellung des Alloxans, Dosis und Art der Applikation s. 
E.Helmreich, Klin. Wschr. 29, 375 [1951]. 
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Tab. 6. DPN/DPNH in der Leber alloxandiabetischer Ratten. 


















































eS se DPN 
Zi & “a aq, ‘ Tage nach DPN |DPNH as DPX 
siz Pare “4 Blutzucker 1. Alloxan- DPNH — N 
SiS isle] MB Injektion IPNH 
a od y/g¢ Leberfrischgewicht 
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* Blutzucker zur Zeit der Tétung des Versuchstiers. 
Abb. 1 zeigt eine bemerkenswerte Abhingigkeit des DPNH-Gehaltes 
der Leber von der Schwere der diabetischen Stoffwechselstérung, d. h. 
von der Hohe des Blutzuckerspiegels. 
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Tab. 7. 





Bestimmung stationarer Zwischenstoffkonzentrationen IT 











Versuchsanordnung aaa ae 
Normale Kontrolltiere 2.6 _ 0.98 
(Tab. 1) 2s 
72 Stdn. Hunger 4.4 _ 097 
(Tab, 2) 1 oes 
120 Stdn. Hunger 9,8 _ 0.96 
(Tab. 2) l = 
72 Stdn. Hunger + 24 Stdn. 10-proz. 2,5 - 
Fructose (Tab. 3) 1 Ja 
72 Stdn. Hunger + 24 Stdn. 10-proz. 5,0 _ 0.97 
Glucose (Tab. 4) ] a 
72 Stdn. Hunger -} 24 Stdn. 10-proz. 2,2 _ 0.98 
Glucose + 11.E. Insulin (Tab. 5) ] fee 
72 Stdn. Hunger + 48 Stdn. 10-proz. 2,5 _ 0.98 
Glucose + 2 I.E. Insulin (Tab. 5) 1 = 
Alloxandiabetes ** — 0,27 





* errechnet gema’: 


E = EX py 7,4 + 0,031**-log | ~ | ' 
| Cred 
CDPN | 
CpPnu| ° 
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Sa ; F = 96500; n = 2. 
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Abb. 2. Verschiebung des Redoxpotentials bei Diabetes, bei Hunger und nach 
Unterbrechung der Hungerperiode. 
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Verschiebung des Redoxpotentials: Die Messung des DPN; 
DPNH- Quotienten entspricht der Messung eines Redoxpotentials. Die 
Erhéhung des Quotienten bei Hunger und Diabetes bewirkt eine ent. 
sprechende Verschiebung des Redoxpotentials zum Positiven (Tab. 7 
Abb. 2)”. Dies erlaubt den allgemeinen SchlubB, da endergonische, 
DPN-DPNH-abhangige + AF-Reaktionen (Fettsynthese) thermodyna. 
misch behindert sein miissen. Demnach steht auch die energetische Be. 
trachtung im Einklang mit der Deutung unserer Befunde. 
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SchluBfolgerung: Die Ergebnisse (Abb. 3) unserer Unter- 
suchungen belegen die von uns postulierte Beziehung der bei Hunger 
und Diabetes durch Anhaufung von Ketokérpern gekennzeichneten 
Fettstoffwechselstérung zu Anderungen der stationiiren Konzentration 
an reduzierten und oxydierten Pyridincofermenten in der Leber. 


Diskussion 


Unsere Versuche zeigen, daB bei Hunger und Diabetes der Bestand der 
Leber an hydriertem DPN sehr stark abfallt, wobei sich der DPN/DPNH- 
ns von 2,6 bis auf maximal 9,8 erhdéht. Mit der Abnahme des 


* J. Kiihnau fand bereits 1931 mittels der Indikatormethode das Redox- 
weasad der Leber phlorridzindiabetischer und phosphorvergifteter Kaninchen 
nach der positiven Seite verschoben. Biochem. Z. 248, 14 [1931]. 
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DPNH-Gehaltes der Leber geht eine gesteigerte Ketokérperbildung 
einher, die zu einer 7—16fach erhéhten Acetonurie fiihrt. Unterbricht 
man die Hungerperiode durch ausschlieBliches Verfiittern von Fructose 
oder durch Gaben von Glucose und Insulin wahrend mindestens weiterer 
24 Stdn., so steigt der DPNH-Gehalt der Leber wieder an und erreicht 
den Normalwert. Gleichzeitig sistiert die Ketonurie. Das Angebot an 
hydriertem DPN entscheidet also das Schicksal der Ketok6érper im 
Stoffwechsel. Die Zufuhr von Glucose allein konnte im Gegensatz zu 
Fructosegaben den bei Hunger stark reduzierten Gehalt der Leber an 
DPNH nicht erhéhen. Erst die gleichzeitige Verabreichung von Insulin 
behebt die St6rung der Glucoseverwertung in der Hungerleber. 

Gleiche Verhaltnisse liegen im Hinblick auf die Beeinflussung der Fett- 
synthese durch Glucose und Fructose bei Alloxandiabetes vor**»*4; denn Baker 
et al. fanden, daB Lebergewebeschnitte diabetischer Ratten, an die 4 Tage lang 
eine zu 58°, mit Glucose angereicherte Diit verfiittert wurde aus “4C-Acetat, 
4MC.Lactat und MC-Glucose, nur noch in geringem Umfange (etwa zu 4/,) des 
Normalwertes) héhere Fettsiuren bilden und nur noch beschrankt zugesetzte 
MC-Glucose zu CO, verbrennen kénnen. 

Diese fast véllige Unterbindung der Fettsynthese aus C-Acetat unterbleibt, 
wenn die diabetischen Tiere 4 Tage lang mit einer 58°, Fructose enthaltenden 
Diat gefiittert werden. Derartig vorbehandelte Tiere kénnen aus 4C-Acetat und 
MC.Lactat Fett in gleichem Umfange synthetisieren, wie gesunde, mit Glucose 
gefiitterte Ratten. 

Die vom Inselhormon nicht gesteuerte Phosphorylierung der Fruc- 
tose zu Fructose-l-phosphat mittels der Fructokinase*® diirfte der 
Grund fiir deren ungestérten Umsatz bei Hunger und Diabetes sein. 
Die Glucoseverwertung hingegen ist infolge der Insulinabhangigkeit der 
Hexokinasereaktion?’ (Glucose — Glucose-6-phosphat) gestért. Demnach 
greift Insulin in den Ablauf der Glykolyse ein®’. Fiir diese Annahme 
sprechen ebenso unsere Experimente wie eine groBe Zah] von Arbeiten*4, 
die der Befund einer Beeinflussung der Hexokinasereaktion durch In- 
sulin ausgelést hat. 

Die von uns nachgewiesene Relation der Ketokérperbildung zur 
DPNH-Konzentration erklirt zugleich die von Chaikoff und Mit- 
arbeiter*® experimentell belegte Unterbindung der Ketogenese und 
Forderung der Lipogenese bei Hunger und Diabetes durch Insulin oder 


°3-M. J. Osborn, J.M. Felts u. J. L. Chaikoff, J. biol. Chemistry 203, 
173 [1953]. 

4 J. L. Chaikoff, Harvey Lectures 47, 99 [1953]. 

*> N. Baker, J. L. Chaikoff u. A. Schusdek, J. biol. Chemistry 194, 435 
{1951}. 

L J 

°° K. Kjerulf Jensen, Acta physiol. scand. 4, 249 [1942]; C. S. Vestling, 
A.M. Milroie, U. Irish u. N.H. Grant, J. biol. Chemistry 185, 789 [1950]; 
F, Leuthardt u. E. Testa, Helv. chim. Acta 34, 931 [1951]. 

*7 W. Price, C. F.Cori u. 8. P. Colowick, J. biol. Chemistry 160, 633 
[1945]; W. Price, M. W. Slein, S. P. Colowick u. C. F. Cori, Fed. Proc. 5, 150 
[1946]; S. P. Colowick, G. T. Cori u. M. W. Slein, J. biol. Chemistry 168, 583 
(1947 ]. 
°° Vgl. K. Bloch, Ann. Rev. Biochemistry 21, 273 [1952]. 

*9 EK. Lion, M.S. Masriu. J. L. Chaikoff, J. biol. Chemistry 196, 25 [1952]. 
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Fructose; denn diese laiBt sich auf erhdhte Bildung des zur Fettsynt hese 
erforderlichen DPNH infolge Steigerung des glykolytischen Umsatzes 
zuruckfiihren. 

DPN, DPNH fungiert demnach als Vermittler nebeneinander ab. 
laufender Reaktionen der Glykolyse und des Fettstoffwechsels. Unter 
anderem bestimmt es den Weg der Acetessigsiure (Acetoacetyl-S-CoA) 
im Stoffwechsel, eines Zwischenstoffes des Fettstoffwechsels und zu. 
gleich der Muttersubstanz der Ketokorper. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir ergebenst fiir 
die Unterstiitzung unserer Arbeiten durch Uberlassung von Sachbeihilfen. 

Frau Dr. Dr. V.v. Brand und Herrn cand. med. H. Lederhuber sind 
wir fiir geschickte und zuverliissige experimentelle Mita:beit zu besonderem Dank 
verpflichtet. 

Zusammenfassung 


Es wurde der DPN/DPNH-Gehalt der Leber und die Acetessig. 
siureausscheidung im 24-Stdn.-Harn gesunder, reichlich ernihrter 
tatten bestimmt. 

2. Bei Alloxandiabetes und ebenso nach 72 Stdn. Hunger fallt die 
DPNH-Konzentration in der Leber um etwa 47°, des Normalwertes ab. 
Hierbei steigt der DPN/DPNH- Quotient von normal 2,6:1 auf 4,5:1 
bzw. 4,4:1. “Gleichzeitig werden 7—16-mal mehr Acetessigséiure 
(Aceton) in der 24-Stdn.-Harnmenge ausgeschieden. Nach 120 Stdn, 
Hunger finden sich nur noch 23°, der normalen DPNH-Konzentration 
in der Leber, bei einem Verhialtnis DPN/DPNH von 9,8:1. 

3. Die Hungeracetonurie hért auf, sobald die Hungerperiode durch 
Zufuhr von Fructose abgebrochen wird, wodurch der DPNH-Gehalt der 
Leber wieder ansteigt und den Normalwert erreicht. 

4. In der Hungerleber liegt eine Verwertungsstérung fiir Glucose 
vor, da die Zufuhr von Glucose die Anbildung von hydriertem DPN 
nach 72 Stdn. Hunger nicht mehr férdern konnte. Deshalb blieb auch 
die Ketokérperausscheidung im Harn unverindert hoch. 

5. Insulin behebt die St6rung des Glucoseumsatzes. 

6. Unsere Untersuchungen haben demnach eine Beziehung der bei 
Hunger und Diabetes charakteristischen, durch Anhiéufung von Keto- 
kérpern gekennzeichneten Fettstoffwechselstérung zu Anderungen des 
DPN/DPNH- Quotienten in der Leber aufgezeigt. Wi ir nehmen an, dah 
sich immer dann Ketokorper anhaiufen, wenn durch einen Stop der Gly- 
kolyse, wie bei Hunger und Diabetes, das Angebot an hydriertem DPN 
herabgesetzt ist. 

Der Mangel an DPNH verhindert die Fettsynthese, da diese reduk- 
tiver Vorginge bedarf und an DPN als wasserstoffiibertragendes 
Coferment gekoppelt ist. 
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Uber Oxylysin * 
Von 
Helmut Zahn und Erich Umlauf 

Aus dem Chemischen Institut der Universitit Heidelberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Miirz 1954) 


In Zusammenhang mit dem Nachweis von Oxylysin in Seiden- 
fibroin und Sericin!, der Isolierung von NV,¢-Dinitrophenyl-oxylysin? und 
Oxylysin enthaltenden Briicken-Bis-aminosiuren® aus mit p,p’-Difluor- 
nm'-dinitro-diphenylsulfon vorbehandeltem Kollagen und Unter- 
suchungen an Wolle war die Darstellung von Oxylysinderivaten, die 
sich zur Synthese von Oxylysinpeptiden und Briicken-Bis-aminosauren 
eignen, notwendig. 


1. Oxylysin-Synthese 

Zur Darstellung der Oxyaminosaure wiihlten wir die Synthese nach 
G.van Zyl, E. E. van Tamelen und G. D. Zuidema,* weil sie im 
Gegensatz zu anderen Synthesen® ® ein lysinfreies Reaktionsgemisch 
liefert und in der Durchfiihrung im Vergleich zu anderen” § relativ ein- 
fach und elegant ist. 

Man geht vom Acetaminomalonsiure-diathylester (I) aus, der an 
Acrolem zum y-Acetamino-y,y-dicarbithoxy-butyraldehyd (II) an- 
gelagert wird. Nach eigenen Erfahrungen kommt es hier darauf an, ab- 
solut trockene Ausgangsverbindungen bei vélligem Feuchtigkeitsaus- 
schlu8 umzusetzen. 

Der Aldehyd II wird mit Nitromethan zum <Acetamino-[y-oxy- 
§-nitro-n- butyl ]-malonsiure-diithylester (III) kondensiert. Dieser Nitro- 
alkohol, dessen Konstitution durch Analyse und Mol.-Gew.-Bestimmung 
sichergestellt wurde, schmilzt bei 77° (Lit. 95, 2—96°); er wurde zum 
Acetamino-[y-oxy-6-amino-n-buty]]-malonsiiure-diithylester (IV) hy- 
driert. Es gelang nicht, den Aminoalkohol IV kristallin zu gewinnen 
oder ein kristallines Acetyl-, Benzoylderivat oder Pikrat sowie Pikrolo- 
nat darzustellen. Die Spaltung des Malonesters IV bei gleichzeitiger Ent- 

* Aus der Diplom- u. Doktorarbeit E. Umlauf, Heidelberg, Marz und De- 
zember 1953. 

1H. Zahn, Melliand Textilber. 38, 1076 [1952]. 

2 R. Dietrich, Dissertat. Heidelberg, 1953. 

3 D. Wegerle, Diplomarb. Heidelberg, 1954. 

4G.van Zyl, E.E.van Tamelen u. G.D.Zuidema, J. Amer. chem. 
Soc, 43, 1765 [1951]. 

5 F. Sorm u. O. Mike, Coll. Czech. chem. Comm. XV, 288 [1950]. 

6 O. Touster, J. Amer. chem. Soc. 73, 491 [1951]. 

7 J. R. Weisiger, J. biol. Chemistry 186, 591 [1950]. 

8 J.C. Sheehan u. W. A. Bolhofer, J. Amer. chem. Soc. 72, 2472 [1950]. 










128 Helmut Zahn und Erich Umlauf, Bd. 297 (1954) 


fernung der Acetylgruppe mit 3-n.-HC] liefert Oxylysin-hydrochlorid (V). 
Unter Oxylysin wird in dieser Arbeit das Gemisch der Racemate der 
normalen und Allo-Form verstanden. 
/ COC Hs — 
(Formeln I-IV: R = —C—NH-COCH,) HR Alkoholat_ OHC-CH,-CH,-R 
\co,c;H; 1 477" II 
> 0,N-CH,-CH(OH)-CH,-CH,R “"*"°:- H,N-CH,-CH(OH)-CH,-CH,-R 
Iil IV 


ou > H,N-CH,-CH(OH)-CH,-CH,-CH(NH,)-CO,H 


\ 


CH,NO, 


Im Hydrolysat von IV wurde neben Oxylysin papyrographisch 
Asparagin- und Glutaminsiure, Hydroxylamin und eine Hydroxam. 
siure nachgewiesen. 

Um die genannten Nebenprodukte abzutrennen, war eine Uber. 
fiihrung der freien Oxyaminosiure in die Dipikrate erforderlich. Es 
wurden 10 Fraktionen gewonnen, deren Reinheit nicht durch Schmelz- 
punkt, sondern nur durch Papyrographie zu bestimmen war. Es exi- 
stieren verschiedene Oxylysin-dipikrate. Auch kann sich trotz iiber. 
schiissiger Pikyinsiure ein Monopikrat bilden. In der Tab. 1 sind die 
Oxylysinpikrate zusammengestellt. 


Tab. 1. Oxylysinpikrate. 




















Zusemmen- Farbe Schmp.°® Autoren 
setzung 

Monopikrat orangegelb 224—226 (Zers.) | Touster® 
Monopikrat | dunkelgelb 227 (Zers.) Sheehan u. Bolhofer® 
Monopikrat | orangegelb 235 (Zers.) Vorliegende Arbeit 
Dipikrat* hellgelb 115—130 Sheehan u. Bolhofer® 
Dipikrat hellgelb 123—125 Touster® 
Dipikrat heligelb 145—150 (Zers.) | Sheehan u. Bolhofer’, 

G. van Zy] et al.4 

Dipikrat** hellgelb 195 (Zers.) Sheehan u. Bolhofer?® 


* Geht bereits beim Reiben mit einem Glasstab in das Dipikrat vom Schmp. 195° iiber. 

** Wird auch aus einer Lésung der Aminosiiure mit der halben stéchiometrischen Menge 
Pikrinsiiure erhalten. 

Nach Zerlegung des Pikrats mit Salzsiiure entfernten wir die Chlor- 
ionen entweder mit Silberoxyd, Schwefelwasserstoff* oder zweckmaBiger 
durch Ausriihren mit dem Anionenaustauscher Amberlite IR—4B. 
Die Aminosiiurelésung wurde hierauf mit Salzsiiure auf px 7 eingestellt 
und das Monohydrochlorid in einer Ausbeute von 55,5% (Lit.4 47%) 
gewonnen. 

Eine geeignetere Methode, rohes Oxylysin-monohydrochlorid zu 
reinigen, besteht in der Uberfiihrung in den Kupferkomplex, Acylierung 


® J.C. Sheehan u. W. A. Bolhofer, J. Amer. chem. Soc. 72, 2466 [1950]. 
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der c-Aminogruppe mit Benzoylchlorid oder Chlorameisensiure-benzyl- 
ester und Isolierung der unldslichen N,e-Acyl-oxylysin-Cu-Komplexe. 
Hierbei werden die genannten Nebenprodukte der Synthese Glutamin- 
und Asparaginséure als Monoaminoséure-Cu-Komplexe nicht substitu- 
iert und bleiben in Lésung. Zerlegt man die Kupferkomplexe mit Salz- 
siure, so erhalt man die entsprechenden N,e-Acyl-oxylysin-Derivate*. 

































H,R 2. Reaktionen des Acetamino-[y-oxy-6-nitro-n-butyl]- 
malonséiure-diathylesters (III) 
Zur Darstellung von N,«-Derivaten sollte die e-Nitro-6-oxy-«-amino- 
capronsdure durch Spaltung und Verseifung des Malonesterderivates III 
gewonnen werden. Diese Versuche verliefen negativ. Bei Verseifung mit 


hisch Mineralsiuren oder Wofatit P in Form der freien Harzsulfonsaure bil- 
xam- deten sich Glutaminséure, Asparaginséure, Hydroxylamin (als Hydro- 
chlorid isoliert), eine Hydroxamsiéure und Essigester. Diese Verbin- 
‘ber- dungen waren bereits bei der Hydrolyse des Amino-oxy-malonester- 
. Es Derivates IV als Verunreinigungen nachgewiesen worden. Offensichtlich 
nelz. werden sie dort aus neben IV noch vorhandenem Nitroester IIT bei der 
eXi- salzsauren Verseifung gebildet. 
iber- Der Abbau aliphatischer Nitroverbindungen durch kochende Mineralsaéuren 
| die zu Carbonsdéuren mit um 1 C-Atom verkiirzter Kette und Hydroxylamin ist seit 


langem bekannt 1° Als Zwischenprodukt wurde gelegentlich die entsprechende 
Hydroxamsaure gefaBt!! und in neueren Arbeiten Hydroxamsauren priiparativ 
durch sauren Abbau von Nitroverbindungen gewonnen!?- }, 


—_ Dieser Mechanismus wiirde das Auftreten von Glutaminsaéure und 
einer Hydroxamsaure erklaren. 

— Die Ursachen der Bildung von Asparaginsdéure sind unbekannt. 
Nach Acidolyse mit Eisessig in der Hitze (bis 160°) wurden auf dem 
Papyrogramm** 2 ninhydrinpositive Flecken, Ry 0,12 stark und 0,22 


* Mit dieser Methode (vergl. die von Turba aus ahnlichen Griinden vorge- 
schlagenen e-Benzyliden-Cu-Komplexe des Lysins) kénnten Oxylysin und Lysin 
aus Proteinhydrolysaten isoliert werden, da die V,¢-Acyl-aminosiure-Cu-Komplexe 
vollig unléslich sind. Eine Trennung des in Wasser schwer léslichen ¢-Carbobenz- 
tiber. oxy-d,l-lysins (Schmp. 234°)% vom leichter léslichen entsprechenden Oxylysin- 
lenge derivat erscheint nach Vorversuchen méglich. 

** Fiir eindimensionale Papyrogramme auf Whatman 1 wurde ausschlieB- 
lich ein Lésungsmittel-Gemisch aus 75 TlIn. sek. Butanol, 15 TIn. Ameisensiure 
lor. und 10 TIn. Wasser verwendet. 
iger Bei zweidimensionalen Papyrogrammen auf Schleicher & Schiill 2043b wurde 
AB. in der 2. Richtung 80% Phenol verwendet. Ausfiihrliche Arbeitsvorschriften vergl. 
ellt H. Zahn, Melliand Textilber. 35, 162 [1954]. 

%a W. Ditscher, Dissertat. Heidelberg, 1953. 


%) 10 V, Meyer, Liebigs Ann. Chem. 180, 163 [1876]. 
11 EK. Bamberger u. E. Riist, Ber. dtsch. chem. Ges. 35, 45 [1902]. 
zu 12 §. B. Lippincott u. H. B. Hass, Ind. Engng. Chem. 31, 119 [1939]. 
pee 13 H. L. Yale, Chem. Rev. 88, 225 [1943]. 
ae 14H. B. Hass u. E. F. Riley, Chem. Rev. 32, 395 [1943]. 


15 R. L. Heath u. J. D. Rose, J. chem. Soc. [London] 1485 [1947]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 297 9 
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mittel, und ein gelber Fleck Ry 0,88, jedoch nicht Asparagin- und 
Glutaminséure gefunden. 

Acidolyse von III mit Eisessig in der Kalte in Gegenwart von HC] 
als Katalysator (vergl. Mitz et al.1*) ergab einen ninhydrinnegativen 
Sirup, nach dessen Erhitzen auf 120° vermutlich «-Acetamino-6-oxy- 
€-nitro-n-capronsaure entsteht, weil das Reaktionsprodukt mit Dia- 
zomethan reagiert. 


3. Neue Oxylysinsalze 


Bei zahlreichen Versuchen, kristallisierte Salze des Oxylysins darzustelien, 
wurden nur das in Wasser schwer lésliche Oxylysinmonopikrolonat vom Schmp., 
210° und das in Wasser und Alkohol besser lésliche Diflavianat (Zersp. 255°) erhalten. 


4. Neue Acylderivate 

Acylierungsversuche mit Benzoyl-, p-Nitrobenzoyl-, p-Brombenzoy]- 
und Acetylchlorid, Acetanhydrid sowie Keten fiihrten zu Olen, welche 
nach 1—3maligem Umlésen nach der Ninhydrinprobé keine freien Amino- 
gruppen mehr enthielten. 6-Naphthalin-sulfochlorid lieferte ein zahes 
Harz, das sich durch Kneten verfestigen lieB, eine kristallisierte Ver- 
bindung wurde jedoch nicht erhalten. Mit Phenylisocyanat ergab sich 
ebenfalls eine glatte Umsetzung; die entstandene «-e-Bis-[w-phenyl- 
ureido ]-6-oxy-n-capronsiure konnte als amorpher Festkérper isoliert 
werden. Dieser wurde durch Erwirmen mit verd. Salzsiure in das in 
dichten, farblosen Nadelbiischeln kristallisierende 3-Phenyl-5-[y-oxy- 
6-(w-phenyl-ureido)-n-butyl]-hydantoin umgewandelt, dessen Dar- 
stellung bisher noch nicht beschrieben worden war. 

Mit dem von Sanger” in die Proteinchemie eingefiihrten 1-Fluor- 
2.4-dinitrobenzol (FDNB) wurde versucht, verschiedene N-Dinitro- 
phenyl-Verbindungen des Oxylysins darzustellen. Die papyrographische 
Untersuchung des nichtkristallinen Reaktionsproduktes aus Oxylysin- 
monohydrochlorid und FDNB ergab, daB auBer nicht umgesetzterAmino- 
siure 3 Verbindungen vorlagen, von denen eine den gleichen Ry-Wert wie 
é-Dinitrophenyl-oxylysin hat. Es ist naheliegend, anzunehmen, daB die 
Verbindung mit dem gr6Bten Ry -Wert die Bis -[dinitrophenyl]- und die 
mit dem kleinsten Ry-Wert die «-Dinitrophenyl-Verbindung ist, die als 
Nebenprodukte entstehen. Die Darstellung der «-Amino-6-oxy-e-[dinitro- 
phenyl ]-amino-n-capronséure wurde versucht durch Dinitrophenylierung 
von Acetylamino-[y-oxy-6-amino-n-buty]]-malonsiure-diithylester mit 
anschlieBender Verseifung und Decarboxylierung der nichtkristallinen 
Verbindung; ferner durch Dinitrophenylierung des Oxylysin-Cu-Kom- 
plexes und anschlieBende Zerlegung desselben. Drittens durch Aminolyse 
von 2.4-Dinitrophenyl-phenylather nach Zahn und Kockliuner?§ mit 
Oxylysin. Bei allen Methoden wurde das gewiinschte e-DNP-Oxylysin er- 





16 M. A. Mitz, A. E. Axelrod u. K. Hofmann, J. Amer. chem. Soe. 72, 
1231 [1950]. 

1? F. Sanger, Biochem. J. 89, 507 [1945]. 

18 H. Zahn u. R. Kocklauner, Z. analyt. Chem. 141, 183 [1954]. 
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halten, jedoch lieferte nur die zweite ein chromatographisch reines Produkt. 
Obwohl der Rp-Wert von e-DNP-Oxylysin mehrfach beschrieben worden 
ist, wardie Verbindung selbst noch nicht dargestellt worden. Alle Angaben 
der Literatur (z. B. auch die von Dietrich?), beziehen sich auf papyro- 
graphisch oder verteilungschromatographisch an der Saule aufgearbeitete 
Hydrolysate von dinitrophenylierten Proteinen, insbesondere von DNP- 
Kollagen. 

Um zu reinen N,e-Acyl-oxylysin-Derivaten zu gelangen, wurde die 
g-Amino-Gruppe iiber den Kupferkomplex blockiert und nach Schot- 
ten- Baumann bei 0° mit Saurechloriden acyliert. Die erhaltenen ¢-Acyl- 
oxylysin-Cu-Komplexe fielen als unlésliche blaue, kristalline Pulver 
unter Entfarbung der itiberstehenden Lésungen aus. Sie waren in Wasser 
und allen gebrauchlichen organischen Lésungsmitteln véllig unléslich 
und enthielten noch geringe Einschliisse an Mutterlauge. Durch Aus- 
kochen der feinpulverisierten Verbindungen mit Wasser wurden sie in 
analysenreiner Form erhalten. Es wurden auf diese Weise der ¢-Benzoyl- 
und ¢-Z-Oxylysin-Cu-Komplex!® dargestellt. Bei der Acylierung mit 
Chlorameisenséure-benzylester ist darauf zu achten, daB nur das frisch 
und sorgfaltig bereitete Sdurechlorid zur Anwendung gelangt, das zweck- 
mifigerweise vorher durch Umsetzung z. B. mit dem leicht zugang- 
lichen Kupferkomplex des Lysins auf seine Reaktionsfahigkeit hin zu 
iiberpriifen ist. Andernfalls sinkt die Ausbeute wesentlich, u. U. auch 
durch Zersetzung des Aminosiure-Cu-Komplexes, die sich durch Farb- 
umschlag des Reaktionsgemisches nach Griin anzeigt. 


Die Zersetzung der ¢-Acyl-oxylysin-Cu-Komplexe wurde auf zwei 
Wegen versucht. Zerlegung mit Salzsiure, Entfernen des Kupfers durch 
Einleiten von Schwefelwasserstoff in der Warme, Einengen im Vak. und 
Ausfillen mit verd. waBrigem Ammoniak, wie dies z.B. Schlégl 
und Fabitschowitsch?® beim Lysin mit guten Ausbeuten durch- 
fiihrten, hatte hier keinen Erfolg. Die Ausbeuten lagen unter 10% d. Th., 
und die chromatographische Untersuchung zeigte eine weitgehende Zer- 
setzung sowie viele neue ninhydrinpositive Reaktionsprodukte. Aus- 
gezeichnet bewihrte sich die Zerlegung der Kupferkomplexe mit waB- 
riger Kaliumcyanid-Lésung?!. Durch diese Methode gelang die Isolierung 
des ¢-Benzoyl- und des fiir Peptidsynthesen wichtigen ¢-Z-Oxylysins 
in guter Ausbeute und analysenreiner Form. 

Durch weitere Umsetzung der ¢-Acyl-oxylysine mit Acetylchlorid, 
Benzoylchlorid und Acetanhydrid wurde versucht, die entsprechenden 
bis-N-substituierten Oxylysine darzustellen, die jedoch nicht kristalli- 


19 E. Brand, Ann. N. Y. Acad. Sci. 47, 187 [1946), schlagt als Abkiirzung 
fiir die Carbobenzoxy-Gruppe die Bezeichnung Z vor, die hier und im folgenden 
verwendet wird. 

20 K. Schlégl u. H. Fabitschowitsch, Mh. Chem. 84, 949 [1953]. 

21 H. Zahn u. W. Ditscher, unverdffentlicht, wandten diese Methode bei 
der Zerlegung des ¢-Z-d, |-Lysin-Cu-Komplexes an. 
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sierten. Sie erwiesen sich als ninhydrin-negativ, ein Beweis, daB die 
a-Amino-Gruppe acyliert worden war. 

Nach Abschlu8 der vorliegenden Arbeit erhielten wir von einer Veréffent- 
lichung* Kenntnis, in der die 4 reinen optischen Isomeren des Oxylysins und Allo. 
oxylysins beschrieben werden. Sie werden aus dem nach Neuberger undSanger** 
und nach einem ahnlich wie hier*** hergestellten e-Z-Oxylysin durch «-Chlor- 
acetylierung aus den diastereoisomeren «-Chloracetylamino-e-Z-d-lactonen durch 
Behandlung mit Acylase I**** gewonnen. Ein Schmp. des ¢-Z-Oxylysins wird 
nicht angegeben. 


5. Andere Derivate 


Es wurde versucht, Oxylysin in den Athyl- und Methylester durch Suspen- 
dierung der Verbindung in dem entsprechenden wasserfreien Alkohol und Einleiten 
von trockenem Chlorwasserstoff zu iiberfiihren. Trotz mehrmaliger Wiederholung 
gelang eine Abtrennung der papyrographisch nachgewiesenen Esterhydrochloride 
in reiner Form nicht. Freisetzung der Ester und Destillation im Hochvakuum fiihrte 
zur Zersetzung. 

Es wurden auch Versuche zur Herstellung von Mono-N-acyl- und Bis-N-acyl- 
oxylysinestern unternommen. So wurden «-Acetyl-¢-Z-oxylysin, «-Acetyl-e-benzoyl 
oxylysin, Bis-N-acetyl-oxylysin (alle in unreiner Form vorliegend) u. a. in Methanol 
gelost mit atherischer Diazomethan-Lésung versetzt. Die Carbonsauren reagierten 
sofort unter lebhafter Stickstoffentwicklung, ein kristallisierter Bis-N-acyl-ester 
konnte jedoch nicht gefa&t werden, vielmehr fielen alle bis auf den Bis-N-acetyl- 
oxylysinmethylester — der nach Trocknen im Vak. und Reiben mit dem Spatel einen 
pulverigen, jedoch sehr hygroskopischen Festkérper ergab — als Sirupe an. 


6. Reaktion mit HJ und Biuretreaktion 


Serin gibt bei Behandeln mit Jodwasserstoffsiure in der Hitze im 
Bombenrohr Alanin??. Es war daher zu erwarten, daB auch Oxylysin 
durch Jodwasserstoffsiure zum Lysin reduziert wiirde. Bergstrém und 
Lindstedt*3, die diese Reaktion ebenfalls studierten, jedoch unter Zu- 
satz von etwas rotem Phosphor, fanden, da’ sich das gesamte Oxylysin 
in Lysin und eine andere ninhydrin-positive Verbindung umgewandelt 
hatte, von der sie annehmen, da8 es sich um ein cyclisches Derivat des 
5-Amino-methyl-prolins handelt, die eine gelbe Verfarbung mit Nin- 
hydrin gibt. Diese Reaktion wurde in vorliegender Arbeit bei zwei ver- 
schiedenen Temperaturen untersucht; sie zeitigte das tiberraschende 
Ergebnis, da8 kein Lysin nachzuweisen war. Neben unverandertem 
Oxylysin wurde lediglich eine Verbindung festgestellt, die einen ahn- 
lichen Ry-Wert wie Arginin hat, jedoch — wie aus einem zweidimensio- 
nalen Papyrogramm ersichtlich ist — nicht mit diesem identisch ist. 
Eine gelbe Ninhydrinreaktion wurde nicht beobachtet. Es ist wahr- 
scheinlich, daB unter diesen Reaktionsbedingungen eine Substitution 


* William S. Fones, J. Amer. chem. Soc. 75, 4865 [Nr. 19, Oktober 1953]. 
** A, Neuberger u. F.Sanger, Biochem. J. 37, 515 [1943]. 
*** Vergl. dazu W. Ditscher®. 
**** S.M. Birnbaum, L.Levintow, R.B.Kingsley u. J.P. Green- 
stein, J. biol. Chemistry 194, 455 [1952]. 
22 E. Fischer u. H. Leuchs, Ber. dtsch. chem. Ges. 35, 3787 [1902]. 
*3' 8. Bergstrém u. S. Lindstedt, Acta chem. scand. 5, 157 [1951]. 
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der Oxygruppe durch Jod stattgefunden hat und die entstandene Ver- 
bindung eine «,e-Diamino-d-jodo-n-capronsiaure ist. 

Es wurde gefunden, daB Oxylysin eine positive Biuretreaktion gibt. Diese 
Reaktion zeigen im allgemeinen nur Proteine und Oligopeptide von Dipeptiden an 
aufwarts, da diese Farbreaktion nach 8 chiff** nur auf 3 bestimmte Konfigurationen 
zuriickzufiihren ist. Tomita*> fand jedoch, da z.B. auch das Isoserin, die 6-Oxy- 
y-aminobuttersaure, das y-Oxy-ornithin, das 1-Chlor-2-oxy-3-amino-propan und 
ahnliche Verbindungen eine Biuretreaktion geben. Er machte dafiir die auch im 
Oxylysin vorhandene Gruppierung CH,(NH,)- CH(OH)- verantwortlich, so daB die 
positive Reaktion durchaus zu erwarten war. 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft sowie dem Inter- 
nationalen Wollsekretariat, London und Diisseldorf, fiir die Férderung der 
vorliegenden Arbeit. Die Mikroanalysen wurden im mikroanalytischen Labora- 
torium des Forschungsinstitutes fiir die Chemie des Holzes und der Polysaccharide, 
Heidelberg, angefertigt. Der BASF, Ludwigsbafen, danken wir fiir die Uberlassung 
von Chemikalien. 


Beschreibung der Versuche 
1. Oxylysin 


a) Isonitroso-malonsaure-diathylester: Darstellung nach Redeman 
und Dunn®* sowie Snyder und Smith?’ aus 400g Malonester, 450g Eis- 
essig und 518 g Natriumnitrit mit folgender Abweichung: Das Rohprodukt wird 
im Scheidetrichter als obere Schicht abgetrennt, dreimal mit je 100 ml Wasser, 
zweimal mit je 150 ml 10-proz. Natriumcarbonatlésung und zweimal mit 100 ml 
dest. Wasser gewaschen. Die schwach griinlich gefarbte Flissigkeit wird mit frisch 
gegliihtem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und direkt weiterverarbeitet. Ausb. 
392 g (83% d. Th.). 

b) Acetamino-malonsaure-athylester (I): Darstellung aus 200 g Iso- 
nitrosoverbindung, 600 ml Acetanhydrid, 600 ml Eisessig und 200g Zink- 
staub?§, Der rohe Ester (179,5g) wird aus der gleichen Raummenge Isopro- 
pylalkohol und anschlieBend zweimal aus Athanol umkristallisiert. Schmp. 95,5° 
Ausb. 167,8 g (73,3% d. Th.). 

ce) y-Acetamino-y, y-dicarbathoxy-butyraldehyd (II): Darstellung 
nach Warner und Moe?”® aus 55 g I und 19,5 ml Acrolein. Zur Erreichung der 
angegebenen Ausbeute ist es erforderlich, den gut iiber Diphosphorpentoxyd vor- 
getrockneten Acetaminomalonester in der zur Umsetzung verwendeten Glas- 
apparatur bei 50—60° einige Stunden im Vak. iiber demselben Trockenmittel zu 
trocknen, dann erst den KPG-Riihrer einzusetzen und tiber Nacht bei gewohnlichem 
Druck und Temperatur stehen zu lassen. Das Athanol muB8 sorgfaltig wasserfrei 
gemacht und vor der Verwendung iiber Natrium destilliert werden. Das Acrolein 
ist vor der Destillation tiber Natriumsulfat zu trocknen. 

Die Ausbeute wurde annahernd durch Herstellung des Phenylhydrazons aus 
einem aliquoten Teil der Lésung bestimmt. 1/,, des Volumens der erhaltenen Lésung 
(11,5 ml) wurden mit 0,5 ml Eisessig und 3 g Phenylhydrazin versetzt, auf 50° 
erwarmt und 0,5 ml Wasser zugefiigt. Dann wurde iiber Nacht bei 0° aufbewahrt 


4-H. Schiff, Liebigs Ann. Chem. 299, 236 [1898]. 
25 M. Tomita, diese Z. 124, 255 [1923]; 158, 42 [1926]; 169, 263 [1927]. 

*6 C. E. Redeman u. M.S. Dunn, J. biol. Chemistry 180, 341 [1939]. 

7-H. R. Snyder u. C. W. Smith, J. Amer. chem. Soc. 66, 350 [1944]. 

* L. Light & Co. Ltd. u. H. J. F. Weiss, Engl. Pat. 583 307 vom 13. 12. 
1946; Chem. Zbl. 1948 I, 278). 

29 D. T. Warner u. O. A. Moe, J. Amer. chem. Soc. 70, 3918 [1948]. 
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und die erhaltenen Kristalle abgesaugt. Das Filtrat wurde mit 1 ml Wasser ver. 
diinnt und ergab nach eintagigem Aufbewahren im Eisschrank nochmals eine kleine 
MengeKristalle.Nach Waschen mitW asser und wenig eiskaltem Methanol wurden nach 
Trocknen im Vak. 4,2 g des Phenylhydrazons mit einem Schmp. von 136° erhalten, 
der nach Umkristallisieren aus 80-proz. Athanol auf 140° (Lit. 141°) anstieg. Dies 
entspricht einer Ausbeute an II von etwa 76°, d. Theorie. 

d) Acetamino-[y-oxy-6-nitro-n-butyl]-malonsadure-diathylester 
(III): Darstellung nach van Zyl‘ aus Rohprodukt II und 65 ml Nitromethan 
bei folgenden Abweichungen. Das Rohprodukt III hielt hartnickig Benzol fest, 
das durch mehrmaliges Versetzen mit Athanol und Abdampfen i. Vak. entfernt 
wurde. Insgesamt wurden 73,2 g Rohprodukt erhalten, das nach Trocknen i. Vak. 
tiber Paraffinschnitzeln bei 57—61° schmolz. Nach 5maligem Umkristallisieren aus 
Athanol, Methanol/Wasser und Isopropylalkohol stieg der Schmp. auf 77° und blieb 
auch bei weiterem Umkristallisieren konstant. Die Ausbeute an reiner Verbindung 
betrug 59,8 g (d.s. 70,3% d. Th. und 128% d. Lit.), bez. auf I. Die Anlagerung 
von Nitromethan an den Aldehyd verlief mit einer Ausb. von 93%. 

Aus Athanol erhaélt man die Verbindung in gut ausgebildeten Rhomboedern. 

Da in der Literatur ein Schmp. von ,,95,2—96° C“ angefiihrt ist, wurde die 
Verbindung analysiert. 

Die Mol.-Gew.-Bestimmung nach Rast ergab ein Mol.-Gew. von 315—325, 
Qualitative Versuche zeigten das Vorhandensein von Nitro-, Acetyl- und Ester- 
gruppen an. Die Ninhydrin-Probe war negativ. 

Cy3H2.0,N, (334,3) Ber. C 46,70 H 6,63 N 8,38 
Gef. C 46,84 H6,57 N 8,68 


Debye-Scherrer-Réntgenogramm* 




















Intensitat Intensitat 

(geschatzt) 6 = (geschatzt) é A 
6 5,2 8,50 0,5 16,0 2,80 

10 7,5 5,90 0,5 17,0 2,64 

2 9,0 4,92 4 18,5 2,43 
7 10,25 4,33 3 20,5 2,20 
8 11,9 3,73 0,5 24,0 1,89 
2 12,95 3,44 0,5 27,0 1,70 
0,5 15,0 2,97 





* Die Réntgenaufnahmen wurden in einer zylindrischen Kammer (Seifert), Durchmesser 
57,3 mm mit nickelgefilterter Cu Ka-Strahlung (20 mA, 32 kV) hergestellt. 


Fiir die Réntgenaufnahmen danken wir Herrn Dipl.Chem. W. Gerstner. 


e) Acetamino-[y-oxy-6-amino-n-butyl]-malonsaure-diathylester 
(IV): Darstellung nach van Zyl! aus 23 g III in 150 ml absol. Alkohol mit 0,5 g 
PtO,. Ausb. 19,9 g.+ 

f) Oxylysin-monohydrochlorid (V): Darstellung nach van Zyl‘ aus 
19,9 g IV. Im von Chlorionen mit Silberoxyd befreiten Hydrolysat wurden durch 
Bestimmung des Aminostickstoffs nach van Slyke 8,67 g = 65,5% d.Th. Oxylysin 
nachgewiesen. Isoliert wurden nach 5mal. Umkristallisieren aus Wasser/Athanol 
7,2 g, d.s.55,5% d. Th. (119% d. Lit.*) der farblosen, in kleinen, sich kreuzenden 
Nadeln kristallisierenden Verbindung. Die Aminosiure zersetzt sich bei 220° 
(Lit.4 215—220° C). 

C,H,,0;N.* HCl (198,65) Ber. C 36,27 H7,61 N 14,13 Amino-N 14,13 
Gef. C 36,38 H7,75 N 13,75 Amino-N 14,01 





+ Anm.b.d.Korr.: Die Reduktion von III zu IV gelingt auch mit Raney- 
Nickel als Katalysator (75°, 150 Atm.) in guten Ausbeutan (Diplomarb. L. Ziirn, 
Heidelberg, in Vorbereitung). 
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Debye-Scherrer-Réntgenogramm 

















Intensitat 6 4 Intensitat | p | 
(geschatzt) i (geschatzt) 
3 5,25 8,43 1 17,55 2,55 
a 8,65 5,12 3 19,4 2,32 
5 9,5 4,67 1 20,5 2,20 
6 10,2 4,35 1 22,15 2,05 
10 11,85 3,75 0,5 24,8 1,84 
6 12,85 3,46 0,5 25,8 Mone 
8 15,0 2,97 0,5 29,65 1,56 
6 16,2 2,76 0,5 33,15 1,40 








2. Reinigung des Oxylysin-Rohproduktes durch fraktionierte 
Kristallisation der Dipikrate 


162g (0,485 Mol) III wurden in 2 Ansatzen in je 500 ml absol. Athanol (thiophen- 
frei) warm gelést und mit je 1,5 g Platinoxyd als Katalysator und 1 ml Lisessig 
bei 150 at. 100 Stdn. hydriert. Nach 40, 60 und 80 Stdn. wurden jeweils 0,5 ¢ 
frischer Katalysator hinzugefiigt. Die Lésung wurde mit 1 g Filtercel* versetzt 
und 50 Min. bei 3000 U/Min. zentrifugiert, unter vermindertem Druck eingeengt 
und bei 1 mm Hg und 50° Badtemperatur die letzten Reste des Lésungsmittels 
entfernt. Die glasige Masse aus beiden Ansatzen (110,5 g) wurde mit 500 ml 3-n. 
Salzsiure versetzt und 20 Stdn. auf dem siedenden Wasserbad verseift und de- 
carboxyliert. Die braune Lésung wurde im Vak. bis zum Sirup eingedampft, mit 
destilliertem Wasser auf etwa 3/1 aufgefiillt und mit vorbehandeltem*® Amberlite 
IR-4B bei guter Durchmischung** nach der ,,Badmethode“ ausgeriihrt, bis die 
Reaktion auf Chlorionen mit Silbernitratlésung negativ verlief. Dies war nach 
Zugabe von etwa 400 g des Anionenaustauschers der Fall. Es wurde abfiltriert, der 
Austauscher noch 3mal mit je 11 dest. Wasser gut ausgewaschen und die Wasch- 
wasser mit der Hauptlésung vereinigt. Es wurde mit 20 g Carboraffin versetzt und 
1 Tag bei +6° aufbewahrt. Nach Filtrieren und Einengen im Vak. auf etwa 41 
wurde die klare hellbraune Lésung in einem 6-l!-Kolben im Wasserbad auf 90° 
erwirmt und 230 g (1 Mol) Pikrinsaure in fester Form zugefiigt. Es wurde bei guter 
mechanischer Durchmischung 50 Min. auf dieser Temperatur gehalten, von harzigen 
Nebenprodukten abdekantiert, die tiefgelb gefarbte, triibe Lésung durch Erwairmen 
mit je 2g Carboraffin und Filtration geklart und anschlieBend im Vak. bis zur 
Triibung eingeengt. Nach Stehenlassen iiber Nacht bei +-2° wurden die braungelben 
Kristalle abgesaugt (Frakt. 1), die Mutterlauge wiederum im Vak. eingeengt und 
nach Stehen im Eisschrank Frakt. II erhalten usw. Insgesamt wurden auf diese 
Weise 10 Kristallfraktionen erhalten, die jede fiir sich Imal aus heifem Wasser 
umkristallisiert wurde (Fraktionen Ia—Xa, Mutterlaugen Mia—Mxa); bei den 
Fraktionen Ia—IIIa, Vaund VIla— Xa wurden wieder harzige Produkte in geringer 
Menge abgetrennt. Diese Fraktionen wurden papyrographisch auf ihren Reinheits- 
grad untersucht. Die Pikrate werden hierbei in Pikrinsiure — die als gelber Fleck 
mit der Front wandert — und Aminosiuren zerlegt, die mit Ninhydrin nach- 
gewiesen wurden. Es zeigt sich folgendes Ergebnis: 


* Filtercel ist ein Kieselgurpriparat der Firma Johns-Mansville Co., 
Ltd., London. 
** Vorziiglich geeignet fiir diesen Zweck ist ein Vibrator der Firma Bopp 
& Reuter, Mannheim. 
30 Laboratory Manual, Rohm & Haas Co., Philadelphia. 
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Fr _ Farbe | Schmp. °* Menge Reinheitsgrad 

Ta hellgelb 140 44,4 : nahezu rein 

Ila hellgelb 139 19,4 nahezu rein 

Illa hellgelb 140 13,7 nahezu rein 

1Va hellgelb 178 16,2 nahezu rein 

Va tiefgelb 178 12,8 nahezu rein 

Via tiefgelb 183 14,3 leicht verunreinigt 

Vila tiefgelb 174 9,7 nahezu rein 

Villa orange 160 16,1 stark verunreinigt 
(7 ninhydrinpositive 
Substanzen) 

IXa hellgelb 134 11,0 leicht verunreinigt 

Xa hellgelb 126 6,5 leicht verunreinigt 








* Alle erhaltenen Fraktionen schmolzen unter Zersetzung. Die ohne Zer- 
setzung schmelzende Modifikation des Dipikrats vom Schmp. 115—130° (vergl. 
Tab. 1) wurde nicht beobachtet. 


Die Fraktionen Ia— Va und VIIa wurden vereinigt (= Ib), ebenso VIa, IXa, 
Xa (= IIb) und unkristallisiert. Ib aus dest. Wasser, IIb aus den vereinigten und 
eingeengten Mutterlaugen Mia—Mya und Myiia und weiter aus Min, VIIla 
(= IIIb) aus den eingeengten Mutterlaugen Myra — Mixa und Mxa und weiter aus 
dest. Wasser. My1i1a wurde verworfen. Eine erneute papyrographische Untersuchung 
der erhaltenen Kristallfraktionen Ic, IIc und IIIc ergab folgenden Befund: 














Fr _ “Farbe Schmp. ° | Te | Reinheitsgrad 
Ic hellgelb 145 111,3 rein 

IIc hellgelb 192 24,1 nahezu rein 

IIIc tiefgelb 187 8,1 leicht verunreinigt 











Die Frakt. Ic vom Schmp. 145° wurde 2 Stdn. bei 80° i. Vak. iiber P.O; 
getrocknet und analysiert. 
CgH,,03No* 2 CgH30,N; (620,4) Ber. C 34,85 H 3,25 N 18,06 

Gef. C 35,27 H3,23 N 17,72 

Die Fraktionen IIe und IIIc wurden fiir sich aus den Mutterlaugen Mic und 
Mite und anschlieBend aus Wasser umkristallisiert, bis keine chromatographisch 
nachweisbare Verunreinigung mehr vorhanden war; dann wurden sie mit Frakt. Ic 
vereinigt (= Frakt. Id) und noch 2mal aus dest. Wasser umkristallisiert. Schmp. 
195° (Zers.), (Lit.® 195° (Zers.) fiir Oxylysindipikrat. Ausb.: 136,1 g (45,2% d. Th., 
bez. auf ITI). 

Aus den Mutterlaugen wurden neben Pikrinsiure 3,1 g Ammoniumpikrat 
(orangefarbene Nadeln) isoliert. 

C,H,O,N, (246,1) Ber. C 29,28 H 2,46 N 22,76 
Gef. C 29,48 H2,61 WN 22,10 

Das reine Dipikrat wurde in 1,51 Wasser gelést und mit halbkonz. Salzsaure 
angesiuert. Von der ausgefallenen Pikrinsiure wurde abgesaugt, gut mit Wasser 
gewaschen, im Vak. auf 500 ml eingeengt, wieder abgesaugt, ausgewaschen und die 
Pikrinséure ersch6pfend ausgeathert. Das Filtrat wurde im Vak. zur Entfernung 
der Hauptmenge an Salzsaure bis zum Sirup eingedampft, mit Wasser auf 1 / auf- 
gefiillt und durch Ausriihren mit wie oben vorbehandeltem Amberlite IR-4B von 
Chlorionen befreit. [Dann wurde vom Austauscher getrennt, gut nachgewaschen, 
i. Vak. bis auf etwa 500ml eingeengt, mit 1-n HCl auf py 6,5—7,0 angesdiuert und 
wie bereits beschrieben, auf Oxylysin-monohydrochlorid weiterverarbeitet. 
Ausb. 39,6 g (41,2% d.Th., bez. auf III). 
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3, Saure Verseifung und Decarboxylierung von Acetamino-[y-oxy-6- 
nitro-n-butyl]-malonsaure-diathylester (IIL) 


10 g (0,29 Mol) III wurden mit 50 ml 4-n HCl 30 Stdn. bei 100° unter RiickfluB 
yerseift und decarboxyliert. Nach etwa 30 Min. war der Nitroester in Lésung 
gegangen und das Reaktionsgemisch begann sich unter lebhafter Entwicklung von 
Kohlendioxyd (nachgewiesen durch Barytlauge) zu verfarben. Die tiefbraun 
gefarbte Lésung wurde mit Tierkohle in der Kalte behandelt und nach Zusatz von 
Filtercel filtriert. Beim Einengen im Vak. bis zur leicht sirupésen Konsistenz fielen 
noch in der Warme dichte Nadeln aus, die abgesaugt und nach zweimaligem Um- 
kristallisieren aus 2-n HCl einen Schmp. von 151° besaBen. Léslich in Methanol (mit 
Methanoldimpfen im Vak. fliichtig), Athanol und Wasser; unléslich in Aceton. Die 
Verbindung reduziert ammoniakalische Silbernitratlésung sowie Fehlingsche 
Lésung und wurde durch Analyse und Misch-Schmelzpunkt als Hydroxylammo- 
niumchlorid identifiziert. 

Im zweidimensionalen Papyrogramm der Mutterlauge erschienen nach dem 
Bespriihen mit Ninhydrin 5 Flecke mit den folgenden Rr-Werten: 


























Fleck Rr-Werte in Identifizi 
Ne ‘ 1. Rich- | 2. Rich- Farbe | Intensitat : — 
— tung tung 
uf 0,02 0,03 schmutzig | sehr Hydroxylammonium- 

braun schwach chlorid 
II 0,12 0,11 violett sehr stark | Asparaginsaiure 
aT 0,18 0,30 violett sehr stark | Glutaminsaure 
IV 0,18 0,41 schmutzig | schwach a 
braun 
V 0,20 0,58 violett sehr Hydroxamsiaure 
schwach 





Die Identifizierung der Flecken Nr. I, II und III erfolgte durch zweidimen- 
sionale Mischchromatogramme mit den betreffenden Verbindungen. Fleck Nr. V 
wurde folgendermafen als Hydroxamsiure identifiziert: Eine Probe des Hydro- 
lysates wurde eingedampft, mit Natriumhydrogencarbonatlésung annahernd neu- 
tralisiert und in der Hitze mit Kupfercarbonat im UberschuB versetzt. Die dunkel- 
griine Lésung wurde heiB filtriert. Nach dem Abkiihlen wurde ein dunkelgriiner 
Niederschlag abgetrennt, auf dem Filter mit kaltem Wasser gut gewaschen und 
anschlieBend mit verdiinnter Salzsiure zerlegt. Die Losung zeigte nach Abstumpfen 
der freien Saéure eine rote Eisenchlorid-Reaktion. Ein Mischchromatogramm bewies 
die Identitét des Fleckes Nr. V. 


4. Oxylysin-monopikrat 
200 mg (1 mMol) Oxylysin-monohydrochlorid wurden in wenig Wasser 
gelést und mit einer waBrigen, konz. Lésung von 240 mg (etwas mehr als 1 mMol) 
Pikrinsaure versetzt. Nach 2tag. Aufbewahren bei 0° wurden die orangefarbigen 
Nadeln abgesaugt, mit etwas eiskaltem Wasser, wenig eiskaltem Alkohol und absol. 
Ather gewaschen. Nach dreimaligem Umkristallisieren aus 80-proz. Athanol besaBen 
sie einen scharfen Zersp. von 235° (Lit.® ® 224—227°C). Ausb. 348mg (89% d.Th.). 


C,H,,0,N,- CsH,0,N, (391,3) Ber. C 36,83 H 4,38 Amino-N 7,43 
Gef. C 36,54 H4,27 Amino-N 7,30 


5. Oxylysin-monopikrolonat 


200 mg (1 mMol) Oxylysin-monohydrochlorid wurden in wenig Wasser 
gelést und mit einer warmen Lésung von 280 mg (etwas mehr als 1 mMol) Pikrolon- 
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siure in 8 ml Athanol versetzt. Eine augenblicklich entstehende Triibung ver. 
schwand bald, und auch tiber Nacht im Kisschrank war keine Kristallbildung zy 
erhalten. Nach Einengen im Vak.zur Trockne verblieb ein gelber krist. Riickstand, 
der sich bei 182° zersetzte. Nach haiufigem Umkristallisieren aus viel Wasser (etwa 
25 ml) und Methanol/Wasser zersetzte sich die Substanz bei 210°. Schwer léslich in 
kaltem Wasser, etwas leichter in heiBem Wasser und ziemlich gut in Athanol, 
Ausb. 204 mg (48% d. Th.). 


C,H,4O3Ne * CypH,0;N, (426,4) Ber. C 45,07 H 5,20 Amino-N 6,58 
Gef. C 44,87 H 5,28 Amino-N 6,65 


6. Oxylysin-diflavianat 

170 mg (0,86 mMol) Oxylysin-monohydrochlorid wurden in 1 ml Wasser 
gelést und erwirmt. Dazu wurde eine heife Lésung von 600 mg (etwas mehr als 
2,5 mMol) Flaviansaure in 15 ml Athanol unter Umriihren hinzugefiigt. Man 
lieB langsam erkalten und bewahrte iiber Nacht im Eisschrank auf. Die langen, 
hellgelben Nadeln wurden auf einer kleinen Nutsche abgesaugt und mit wenig 
eiskaltem Wasser und etwas absol. Ather gewaschen. Das Rohprodukt hatte einen 
Zersp. von 180—200°, der nach dreimaligem Umkristallisieren aus Wasser und 
Methanol auf 255° anstieg (Schwarzfairbung). Vorher begann sich die Substanz aber 
schon zwischen 190—200° unter leichtem Sintern schwach zu verfarben. Léslich 
in heiBem Wasser und heiBem Alkohol; schwerer, aber immerhin noch betrachtlich 
léslich in kaltem Wasser. Ausb. 485 mg (71,5°% d. Th.). 
CgH,,0;N.° 2 CypH,O,NS (790,6) 

Ber. C 39,50 H 3,32 O 38,5 N 10,63 S$ 8,11 Amino-N 3,54 

Gef. C 39,79 H 3,60 O 38,7 N 10,19 S 7,8] Amino-N 3,45 


7. Versuchzur Darstellung von a,¢-Bis-[f-naphthalin-sulfonylamino]- 
6-oxy-n-capronsaure 
0,5 g Oxylysin-monohydrochlorid wurden in 10 ml Wasser gelést und 
bei Raumtemperatur mit einer Lésung von 2,28 g (etwas mehr als 10 mMol) 
6-Naphthalinsulfochlorid in 35 ml Ather 16 Stdn. unter Zusatz von 17,6 ml 
n-Natronlauge — die in vier gleichen Portionen nach je 1 Stde. hinzugefiigt wurde — 
auf der Maschine geschiittelt. Nach Ablauf dieser Zeit wurde die atherische Schicht 
abgetrennt und verworfen. Es wurde mit wenig Ather nachgeathert und die waBr. 
Phase mit 2-n. HCl angesauert. Es fiel ein zihes, gelblich gefarbtes Harz aus, das 
beim Kneten mit einem Glasstab zu einer pulverigen, amorphen Masse zerfiel. Beim 
Lésen in den verschiedensten Lésungsmitteln fiel die Verbindung nach Abdampfen 
oder Abkiihlen stets als Ol an, das auch nach monatelangem Aufbewahren im Eis- 
schrank nicht kristallisierte. Ninhydrin-Probe negativ. 
Léslich in Methanol, Athanol, Chloroform und verd. Alkalilaugen; unléslich 
in Wasser, Benzol, Petrolither. Ausb. 1,72 g. 


8. a, e-Bis-[w-phenyl-ureido]-6-oxy-n-capronsaure 

0,5 g (2,5 mMol) Oxylysin-monohydrochlorid wurden in 5 ml Wasser 
gelést und im Verlauf von 2 Stdn. 6,3 ml n-Natronlauge und 0,6 g (= 0,55 ml, 
etwas mehr als 5mMol) Phenylisocyanat zugesetzt, wobei auf der Maschine 
geschiittelt wurde. Dann wurde das Reaktionsgemisch 16 Stdn. bei Raumtempe- 
ratur stehen gelassen, anschlieBend filtriert und das Filtrat mit n-HCl angesauert. 
Es fiel ein ziher Sirup, der zweimal umgefallt wurde. Nach Digerieren mit Wasser, 
Benzol und Petrolither und Trocknen im Vak. Ausb. 920 mg. Ninhydrin-Probe 
negativ. Der Niederschlag kristallisierte nicht. Léslich in Alkohol, verdiinntem 
Alkali, unléslich in Wasser, Benzol und Petrolither. 


9. 3-Phenyl-5-[y-oxy-6-(w-phenyl-ureido)-n-butyl]-hydantoin 
Der oben erhaltene Sirup wurde in einem Becherglas mit 20 ml 2,5-n. HCl 
12 Stdn. auf dem Wasserbad erwirmt, wobei mit einem Glasstabchen haufig durch- 
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geknetet wurde. Der Sirup ging allmahlich in eine weiBe, bréckelige Masse iiber, die 
nach dem Erkalten abgesaugt, mit etwas Wasser gewaschen und im Vak. iiber 
Calciumchlorid und Natriumhydroxyd getrocknet wurde (760 mg). Ninhydrin- 
Probe leicht positiv. Es wurde aus 20 ml heiBem, absol. Athanol umkristallisiert, 
wobei eine geringe Menge eines weifen organischen Riickstandes verworfen wurde, 
und bei 0° iiber Nacht aufbewahrt. Nach Abfiltrieren des kristallinen Niederschlages 
(Schmp. 191—193°) wurde dreimal aus dem gleichen Lésungsmittel umkristallisiert, 
bis die Ninhydrin-Probe negativ war. Dichte farblose Nadelbiischel. Das Hydantoin 
sintert ab 199° — auch bei sehr langsamem Erhitzen — um erst bei 201° scharf 
zu schmelzen. Ausb. 568 mg (59,4% d. Th., bez. auf Oxylysin-monohydrochlorid). 


CyoH,0,N, (382,4) Ber. C 62,81 H 5,80 N 14,70 
Gef. C 63,13 H5,86 N 14,54 


Debye-Scherrer-Rontgenogramm 











Intensitat Intensitat 
(geschatzt) 6 ™ (geschatzt) ° A 
| 5,0 8,84 1 15,9 2,82 
2 6,7 6,60 0,5 17,0 2,64 
10 8,8 5,03 0,5 19,1 2,39 
10 9,9 4,48 Li 20,8 2,17 
8 12,75 3,48 0,5 22,35 2,02 
1 14,9 3,00 








10. Cu-Komplex des Oxylysins 


1,0 g (etwa 5 mMol) Oxylysin-monohydrochlorid wurden in 5 ml Wasser 
gelést und mit 1,27 g (etwa 15 mMol) Natriumhydrogencarbonat in 15 ml Wasser 
versetzt. Die klare, farblose Lésung wurde auf dem Wasserbad auf 90° erwarmt und 
portionsweise Kupfercarbonat unter Umriihren eingetragen, bis sich ein geringer 
UberschuB als Bodensatz zeigte. Die tief dunkelblaue Losung des Komplexsalzes 
wurde noch 5 Min. bei 90° gehalten, anschlieBend heiB abgesaugt und mit heiBem 
Wasser nachgewaschen. Nach Einengen im Vak. auf etwa 5 ml verblieb ein schwerer, 
dunkelblauer Sirup, der nicht kristallisierte. Mit absol. Athanol wurden dunkelblaue, 
zu Drusen vereinigte Saulen ausgefallt. Sie erwiesen sich als 4uBerst hygroskopisch 
und zerflossen an der Luft innerhalb weniger Sekunden. Es wurde daher auf eine 
Isolierung verzichtet und die Verbindung in Lésung weiterverwendet. 


ll. Versuche zur Darstellung der «-Amino-dj-oxy-e-[dinitrophenyl- 
amino]-n-capronsadure (¢-DNP-Oxylysin) 


a) Durch Dinitrophenylierung von IV und nachfolgende Ver- 
seifung und Decarboxylierung: 1,24 g (etwa 4mMol) IV wurden in 20 ml 
warmem Athanol gelést und mit einer Lésung von 420 mg (5 mMol) Natrium- 
hydrogencarbonat in 5 ml Wasser vermischt. Nun wurden 750 mg (etwa 4 mMol) 
1-Fluor-2.4-dinitro-benzol in 75 ml Athanol hinzugegeben und 2 Stdn. bei 
Raumtemperatur stehen gelassen. Hierauf wurde mit verd. Salzsiure angesiéuert 
und i. Vak. bis zum Sirup eingeengt. Dieser wird sofort im Anschlu8 daran mit 
20 ml 3-n. HCl 6 Stdn. auf dem siedenden Wasserbad unter RiickfluB verseift und 
decarboxyliert, und die braun gefarbte Lésung in einem Becherglas auf dem Wasser- 
bad eingeengt. Der ausgefallene Sirup wurde durch Dekantieren der restlichen 
Lésung abgetrennt und zweimal mit Ather digeriert, um nicht verbrauchtes 
Fluor-dinitrobenzol zu entfernen. Der Sirup wurde wieder in Wasser gelést und die 
tiefgelbe Lésung mit Amylalkohol dreimal (je*15 ml) extrahiert. Nach Eindampfen 
der Lisung verblieb ein gelber, schwerer Sirup (1,34 g) der nicht kristallisierte. Auf 
dem Papyrogramm (Lisungsmittel : sek. Butanol/Ameisensaure/Wasser 75 : 15: 10) 
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zeigte sich, daB die erhaltene Verbindung den gleichen Rr-Wert (= 0,45) besag 
wie aus dinitrophenyliertem Kollagen nach Hydrolyse isoliertes e-Dinitropheny). 
oxylysin, jedoch noch geringe Verunreinigungen zeigte, die sich nicht beseitige, 
lieBen. 


b) Durch Dinitrophenylierung des Oxylysin-Cu-Komplexes; 
410 mg (etwa 2,5 mMol) Oxylysin, als Cu-Komplex in 10 ml Wasser 
gelést vorliegend, wurden mit einer Lésung von 300 mg (etwa 3,5 mMol) Natrium. 
hydrogencarbonat in 10ml Wasser versetzt und anschlieBend 470 mg (etwa 
2,5mMol) 1-Fluor-2.4-dinitro-benzol in 35 ml Athanol hinzugefiigt. Die Farhe 
der Lésung schlug sofort nach der Zugabe in Griin um und bald darauf begann der 
Cu-Komplex der N,¢ -Dinitrophenyl-Verbindung als pulverig-amorpher, griiner 
Niederschlag auszufallen. Nach 3 Stdn. wurde abgesaugt und griindlich — zuerst 
mit Wasser, anschlieBend mit Ather — zur Entfernung anorganischer Salze und 
iiberschiiss. Fluor-dinitrobenzols gewaschen. Der noch atherfeuchte Niederschlag 
wurde in Wasser suspendiert und mit 2-n. HCl auf py 3 gebracht. Der Niederschlag 
ging in Loésung, deren Farbe dabei in Gelb umschlug. In der Siedehitze wurde das 
Kupfer mit Schwefelwasserstoff ausgefallt, abfiltriert, auf dem siedenden Wasserbad 
auf die Halfte eingeengt und nochmals filtriert. Beim weiteren Einengen fiel ein 
gelber Sirup an. Die papyrographische Uberpriifung ergab einen Fleck mit dem. 
selben Rr-Wert (= 0,45) wie bei dem aus Kollagen isolierten ¢-Dinitrophenyl. 
oxylysin ohne die bei der Methode a) (S. 139) auftretenden Verunreinigungen. Die 
Verbindung kristallisierte nicht. 


ne Léslich in Athanol, Amylalkohol, schwerer léslich in Wasser, unldslich in 
Ather. 

c) Durch Spaltung von 2.4-Dinitrophenyl-phenylather mit Oxyly- 
sin: 20 mg (0,1 mMol) Oxylysin-monohydrochlorid wurden in 0,5 ml Wasser 
gelést und 13mg (0,05mMol) O-DNP-Phenol in fester Form sowie 25 mg 
(0,3 mMol) Natriumhydrogencarbonat in 1 ml Wasser hinzugefiigt. Das Gemisch 
wurde schwach erwarmt und ergab eine klare, farblose Lésung. AnschlieBend 
wurden 0,8 ml Athanol hinzugefiigt und 60 Min. unter Riickflu8 gekocht. Die 
Farbe der Lésung schlug bald nach einem tiefen Gelb um. Die Lésung wurde rasch 
abgekiihlt, mit verd. Salzsiure angesiuert und ausgeathert. 


Papyrographische Untersuchung: Im Atherextrakt befand sich Dinitrophenol: 
In der extrahierten waBr. Lésung waren 5 verschiedene Verbindungen enthalten- 
Oxylysin, das ja im Uberschu8 angewendet worden war, (Ry 0,02), zwei schwache 
Flecken (Rp 0,11 und 0,22), ein starker gelber Fleck, der sich nach Bespriihen mit 
Ninhydrin braun farbte (Ry 0,37), vermutlich das gesuchte «-DNP-Oxylysin, und 
ein weiterer, wesentlich schwacherer gelber Fleck (Rp 0,45), der auch im UV gut 
sichtbar war, jedoch mit Ninhydrin nicht reagierte. 


12. Versuch zur Darstellung der «, e-Bis-[dinitrophenylamino]-6-oxy- 
n-capronsaure 


198 mg (1 mMol) Oxylysin-monohydrochlorid wurden in 2 ml Wasser 
gelést und mit 420mg (5mMol) Natriumhydrogencarbonat — gelést in 10 ml 
Wasser — versetzt und in der Kalte eine Lésung von 375 mg (2 mMol) 1-Fluor- 
2.4-dinitro-benzol in 15 ml Athanol hinzugefiigt. Die klare, gelbe Lésung wurde 
6 Stdn. bei Raumtemperatur stehen gelassen und dann mit 2-n. HCl auf pu 3 
gebracht. Eindampfen auf dem Wasserbad ergab ein Ol, das nicht kristallisierte. 


Papyrographische Untersuchung: Es waren 3 Verbindungen entstanden: 
1. Ry 0,45 = e-Dinitrophenyl-oxylysin, 2. und 3. Rp 0,33 und 0,56. Es wurde an- 
genommen, daB die Verbindung mit dem gréBeren Rp-Wert (0,56) die Bis-[dinitro- 
phenyl]-Verbindung und die mit dem kleinsten Ry-Wert (0,33) die «-Dinitropheny]- 
Verbindung sind. Ferner wurde noch nichtumgesetztes Oxylysin auf dem Chro- 
matogramm nachgewiesen. 
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13. e-Benzoyl-oxylysin-Cu-Komplex 


2,484 g (12,5 mMol) Oxylysin-monohydrochlorid wurden in 20 ml Wasser 
gelést und in den Cu- Komplex iiberfiihrt (vgl. 8.139). Die tiefblaue Lésung (Volumen 
etwa 22 ml) wurde in einem 100-ml- Becherglas nach Zugabe von 8 ml n-Natron- 
lauge unter AuSenkiihlung mit Eiswasser jund gutem mechanischem Riihren im 
Verlaufe von 2 Stdn. durch Zutropfen von 2, 88 ml (25 mMol) Benzoylchlorid und 
95 ml NaOH benzoyliert. Der ausfallende {blaue Cu-Komplex wurde nach einiger 
Zeit abgesaugt, mit kaltem Wasser, Methanol und Ather zur Entfernung von Salzen 
sowie iiberschiiss. Benzoylchlorids griindlich gewaschen und im Exsiccator 20 Stdn. 
getrocknet. Blaues, krist. Pulver, das noch geringe Einschliisse an Salzen und nicht 
umgesetztem Oxylysin-Cu-Komplex enthalt. Unléslich in Wasser und den ge- 
briuchlichen organischen Lésungsmitteln. Ausb. 3,02 g (81,2% d. Th.). 

Zur Analyse wurde eine Probe mit hei8em Wasser und siedendem Methanol 
mehrere Male unter Abdekantieren extrahiert und im Vak. bei 100° iiber PO; 
getrocknet. 

CuCygH3,0sN, (594,1) Ber. N 9,43 Cu 10,70 
Gef. N 9,08 Cu 10,44* 


Debye-Scherrer-Réntgenogramm 

















Intensitat Intensitat ; 
(geschatzt) ° A (geschatzt) 0 se 
a 4,8 9,19 5 ri33 2,58 
4 6,55 6,75 4 18,7 2,40 
4 8,2 5,40 1 20,1 2,24 
4 9,4 4,72 0,5 21,0 2,15 
10 10,0 4,44 2 23,0 1,95 
8 10,9 4,07 3 26,25 1,75 
6 3,1 3,39 1 21,0 1,68 
0,5 14,5 3,08 0,5 29,0 1,59 
4 15,4 2,90 1 31,25 1,48 








14. ¢-Benzoyl-oxylysin 


a) Durch Zerlegung von e-Benzoyl-oxylysin-Cu-Komplex mit Salz- 
siure: 0,60 g (etwa 1 mMol) e-Benzoyl-oxylysin-Cu-Komplex wurden in 
einer kleinen Reibschale fein pulverisiert und in 6 ml Wasser suspendiert. Im Ver- 
lauf von 2 Min. lieB man bei Raumtemperatur 1,3 ml n-HCl zutropfen. Der Kupfer- 
komplex ging langsam in Lésung; nach 10 Min. wurde auf 40° erwarmt und Schwe- 
felwasserstoff eingeleitet. Das farblose Filtrat wurde im Vak. bei 40° eingedampft, 
der zuriickgebliebene Sirup mit 1 ml Wasser versetzt, erneut eingedampft, mit 
2ml Ather digeriert und wiederum eingedampft, wobei der Sirup kristallisierte. 
Durch wiederholtes Umkristallisieren aus Wasser, waiBrigem 80-proz. Athanol und 
wieder Wasser wurden 43 mg (8% d. Th.) der Verbindung erhalten (Analyse siehe 
unter b), 

Die papyrographische Untersuchung des Rohproduktes ergab eine weit- 
gehende Zersetzung der Verbindung. Vor dem Erwarmen wurden neben nicht um- 
gesetztem Oxylysin und e-Benzoyl-oxylysin noch 3 weitere ninhydrinpositive Ver- 
bindungen gefunden; das eindimensionale Chromatogramm der entkupferten 
Lésung wies 8 Flecke auf. 

b) Durch Zerlegung von e-Benzoyl-oxylysin-Cu-Komplex mit 
wiBriger Kaliumcyanid-Lésung: 2,36 g (etwas weniger als 4 mMol) e- Ben- 
zoyl-oxylysin-Cu-Komplex wurden fein pulverisiert und in 15 ml Wasser 








* Das Kupfer wurde als CuO bestimmt. 
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suspendiert. Unter gutem Riihren wurde bei Raumtemperatur eine gesittigte 
war. Lésung von 1,17 g (18 mMol) Kaliumcyanid im Verlaufe von 10 Min, 
tropfenweise zugegeben. Nach ungefahr 20 Min. wurde von geringen Resten des 
unzersetzten Komplexes abfiltriert und mit 2 m] Eisessig angesiuert (Abzug!). Es 
fiel ein flockiger Niederschlag aus, der nach 1-stdg. Stehenlassen bei 20° abfiltriert 
und mit Eiswasser gut gewaschen wurde. Das Rohprodukt wurde feucht in ein 
Becherglas iibergefiihrt und aus heiBem Wasser umkristallisiert. Es enthielt noch 
Mutterlauge mit dem entstandenen K;[Cu(CN),]-Komplex Dieser Komplex ist in 
der Hitze weniger bestindig als der unter diesen Bedingungen noch stabilere 
é-Benzoyl-oxylysin-Cu-Komplex, so daB bei der ersten Umkristallisation zuniichst 
eine klare Losung, dann jedoch unter Triibung eine Riickbildung des Aminosiiure. 
Cu-Komplexes einsetzt, der als Gel ausfiel und die Filtration sehr erschwerte. Die 
dadurch bedingte Verminderung der Ausbeute ist jedoch belanglos. Nach zwej 
weiteren Umkristallisationen aus dem gleichen Lésungsmittel blieb der Schmp, 
konstant: 246° (Zers.). Perlmutterartig glanzende, farblose Nadeln. Ausb. 1,24 g 
(58,79, d. Th., bez. auf den ¢-Benzoyl-oxylysin-Cu-Komplex bzw. 47,9% d. Th. 
bez. auf Oxylysin-Monohydrochlorid). Rr-Wert 0,29—0,33. 


Cy3H,,0,N, (266,3) Ber. C 58,63 H 6,81 N 10,52 
Gef. C 58,62 H 7,06 N 10,53 


Debye-Scherrer-Réntgenogramm 














Intensitat F Intensitat 
(geschiatzt) | 4 7 (geschatzt) | 0 | A 
2 4,0 11,04 4 20,1 2,24 
8 9,3 4,77 6 21,7 2,08 
10 10,9 4,07 0,5 23,8 1,90 
1 12,0 3,70 0,5 24,75 1,84 
6 13,25 3,36 0,5 25,8 1,77 
1 13,95 3,19 1 27,8 1,65 
2 15,7 2,84 1 28,7 1,61 
+ 16,9 2,65 0,5 29,9 1,55 
3 18,2 2,47 0,5 30,75 1,50 

















15. e-Carbobenzoxy-oxylysin-Cu-Komplex 


1,987 g (10 mMol) Oxylysin-monohydrochlorid wurden in 15 ml Wasser 
gelést und in den Kupferkomplex iibergefiihrt (vergl. S. 139). Die tiefblaue Lésung 
(Vol. etwa 20 ml) wurde in einem 100-ml-Becherglas nach Zugabe von 2,5 ml 
2-n. Na,CO, unter AuBenkihlung mit Eiswasser und gutem Riihren im Verlauf 
von 90 Min. durch langsames Zutropfenlassen von 2,88 m] (etwa 20 mMol) frischem 
Chlorameisensaure-benzylester und 12,5 ml 2-n. Na,CO, acyliert. Der aus- 
fallende blaue Kupferkomplex wurde abgesaugt, mit eiskaltem Wasser, Methanol und 
Ather griindlich zur Entfernung von Salzen sowie iiberschiiss. Saiurechlorid ge- 
waschen und iiber Nacht im Exsiccator getrocknet. Aus dem Filtrat konnte nach 
einigen Stunden eine weitere Menge Kupferkomplex abfiltriert werden. 

Pastellblaues, krist. Pulver, das nach dem Trocknen nicht mehr hygro- 
skopisch ist, obwohl es noch geringe Mengen an Salzen und den auferst hygro- 
skopischen Oxylysin-Cu-Komplex eingeschlossen enthalt. Unléslich in Wasser und 
den gebrauchlichen organischen Lésungsmitteln. Ausb. 2,51 g (77% d. Th.). 
Zur Analyse wurde eine Probe mit heiBem Wasser und siedendem Methanol 
mehrere Male unter Abdekantieren extrahiert und i. Vak. bei 100° iiber P,O; 
getrocknet. 
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CuCysH;50,,N, (654,2) Ber. N8,57 Cu 9,72* 
Gef. N 8,79 Cu 10,05 


Debye-Scherrer-R6ntgenogramm 











Intensitat Intensitat 

(geschatzt) 8 A (geschatzt) 6 A 
3 5,9 7,49 2 18,6 2,41 
6 7,25 6,10 2 20,5 2,20 
3 9,5 4,67 1 22,4 2,02 

10 10,3 4,31 3 26,25 1,74 

3 11,5 3,86 0,5 27,75 1,65 
8 13,0 3,42 0,5 29,25 1,58 
2 15,25 2,92 0,5 ea | 1,49 
3 17,0 2,64 














16. e-Carbobenzoxy-oxylysin 


a) Durch Zerlegung von e-Carbobenzoxy-oxylysin-Cu-Komplex 
mit Salzsiure: 650mg (etwa 1mMol) ¢-Carbobenzoxy-oxylysin-Cu- 
Komplex — vorher gut in der Reibschale pulverisiert — wurden in 2 ml Wasser 
suspendiert, mit n-HCl bis zur Lésung versetzt und unter Erwarmen Schwefel- 
wasserstoff eingeleitet. Das Filtrat vom Kupfersulfid wurde bei 40° i. Vak. bis 
zur Trockne eingedampft (Toluolgeruch), in wenig Wasser gelést und ¢-Z-Oxy- 
lysin durch vorsichtiges Versetzen mit verdiinntem waBr. Ammoniak ausgefallt. 
Die Fallung wurde durch eintagiges Aufbewahren im Eisschrank vervollstandigt 
und das or verfarbte Rohprodukt abfiltriert und getrocknet. Ausb. 24 mg 
(4% d. Th.). 

” Die papyrographische Untersuchung der waBrigen Lésung zeigte neben 
e-Z-Oxylysin noch 7 weitere ninhydrinpositive Verbindungen — darunter auch 
einen starken Fleck von Oxylysin — an. 

b) Durch Zerlegung des e-Carbobenzoxy-oxylysin-Cu-Komplexes 
mit waBriger Kaliumcyanid-Liésung: 2,5g (etwa 3,8mMol.) ¢-Z-Cu- 
Komplex (fein pulverisiert) wurden in einer 50-ml-Schliffstépselflasche in 10 ml 
Wasser suspendiert und bei Raumtemperatur unter stindigem Schiitteln von 
Hand portionsweise mit 1,16 g (etwa 18 mMol) Kaliumcyanid in 10 ml Wasser 
gelést versetzt, bis der blaue Kupferkomplex der Aminosiure véllig in Lésung 
gegangen war. Es schied sich alsbald — mitunter schon vor Beendigung der Kalium- 
cyanid-Zugabe e-Z-Oxylysin in Form von weifen Flocken aus. Es wurde nach 
1 Stde. abfiltriert, das Filtrat mit Eisessig angeséuert (Abzug!), unverziiglich auf 
0° abgekiihlt, filtriert und der Niederschlag gut mit Eiswasser gewaschen. Das 
Rohprodukt wurde feucht aus Wasser umkristallisiert. Es enthielt noch Mutter- 
lauge mit dem entstandenen K,[Cu(CN),]-Komplex, der in der Hitze unter Riick- 
bildung von e-Carbobenzoxy-Cu-Komplex zerfiel, so daB bei den ersten zwei 
Umkristallisationen schnelles Arbeiten geboten war. Eine nennenswerte Ernied- 
rigung der Ausbeute trat jedoch nicht ein, wenn das Rohprodukt gut ausgewaschen 
worden war. Nach insgesamt viermaligem Umkristallisieren stieg der Schmp. von 
216° auf den konstanten Wert von 225° (Zers.). Farblose, seidig glinzende Blatt- 
chen. Ausb. 1,13 g (49,1% d. Th., bez. auf e-Z-Oxylysin-Cu-Komplex, bzw. 38,3% 
d. Th., bez. auf Oxylysin-monohydrochlorid). Ry-Wert: 0,43—0,46. 


CygHo0;N, (296,38) Ber. C 56,74 H6,80 N 9,46 
Gef. C 56,88 H7,02 N9,41 


* Das Kupfer wurde als CuO bestimmt. 
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Debye-Scherrer-Réntgenogramm 




















Intensitat 6 ” Intensitat FN ’ 
(geschatzt) : (geschatzt) ig 
4 8,25 5,37 5 19,4 2,32 
9 9,4 4,72 4 21,0 2,15 
10 10,4 4,27 2 21,8 2,07 
0,5 12,1 3,67 4 23,5 1,93 
8 13,1 3,39 0.5 25,25 1,81 
2 15,25 2,93 0,5 27,0 1,70 
4 17,1 2,62 1 28,75 1,60 
0,5 17,8 2,52 1 30,5 1,52 
0,5 18,5 2,43 





7. Versuche zur Darstellung von «-Acetyl-e-carbobenzoxy-oxylysin 


a) Durch Acetylierung von e-Carbobenzoxy-oxylysin mit Acet- 
anhydrid: 1,48 g (6 mMol) e-Z-Oxylysin wurden in 15 ml Wasser unter Erwar. 
men geldst, in Kiswasser rasch abgekiihlt und 4,5 ml 2-n. Na,CO; zugefiigt. Unter 
mechanischem Riihren lie man im Verlauf von etwa 20 Min. 0,96 ml (10 mMol) 
Acetanhydrid und 6 ml 2-n. Na,CO, zutropfen. Nach 1-stdg. Stehenlassen bei 0° 
wurde mit 18 ml n-HCl versetzt und ausgedthert (der eingedampfte Atherextrakt 
hinterlieB als Riickstand Essigsiure). Nun wurde mit weiteren 3,5 ml n-HCl in der 
Kalte versetzt. Nach eintigigem Aufbewahren im Eisschrank wurde im Vak. cin. 
geengt, der sirupdse Riickstand in absol. Athanol digeriert und wiederum im Vak. 
das Lésungsmittel abdestilliert. Dann wurde zur Entfernung der Salzséure im Vak. 
iiber P.O; und KOH 2 Tage aufbewahrt. Die Ninhydrin-Reaktion war negativ, 
Léslich in Alkoholen, Ather, Essigester, unléslich in Petrolather. Ausb.: 1,85 g. 

b) Durch Acetyli ierung von e-Carbobenzoxy-oxylysin mit ‘Acetyl- 
chlorid: 593 mg (2 mMol) e-Z-Oxylysin wurden mit 10 ml (140 mMol) Acetyl- 
chlorid bei Feuchtigkeitsausschlu8 unter Riickflu8 erhitzt. Nach etwa 1 Stde. 
war die Aminosaure in Lésung gegangen und das Reaktionsgemisch verfarbte sich 
langsam. Nach insgesamt 2 Stdn. wurde das iiberschiiss. Acetylchlorid im Vak. 
abdestilliert. Der zuriickgebliebene, schwach gelb gefairbte Sirup zeigte dieselben 
Léslichkeitsverhaltnisse wie der unter a) erhaltene. Auch hier war die Ninhydrin- 
Reaktion negativ. Ausb. 614 mg. 


18. Einwirkung von Jodwasserstoffsiure auf Oxylysin 


50mg Oxylysin-monohydrochlorid wurden im Bombenrohr mit je 
2 ml 70-proz. Jodwasserstoffsiure a) 24 Stdn. auf 105°, b) 20 Stdn. auf 105° 
und anschlieBend 4 Stdn. auf 160° erhitzt. 

Die unter a) und b) erhaltenen Reaktionsprodukte wurden im Vak. bei 100° 
bis zum Sirup eingeengt, mit etwas Wasser versetzt, wieder eingeengt und schlieB- 
lich noch 2 Stdn. warme Luft dariibergeleitet. Die papyrographische Untersuchung 
(Absteigende Methode, Laufzeit 120 Stdn.) hatte folgendes Ergebnis: Neben unver- 
andertem Oxylysin (Riys 0,64) wurde in beiden Fallen noch eine zweite Ver- 
bindung festgestellt, die einen etwas griBeren Rr-Wert (Riys 1,30) als Arginin 
hat und — wie im zweidimensionalen Mischchromatogramm mit Arginin festgestellt 
wurde — nicht mit diesem identisch ist. Lysin wurde nicht gefunden. 


19. Biuretreaktion 


Eine kleine Probe Oxylysin-monohydrochlorid wurde in etwas Wasser gelist 
und mit einem Tropfen einer 5-proz. Kupfersulfatlésung und anschlieBend mit 
0,5 com 2-n. NaOH versetzt. Nach einigen Sekunden farbte sich die Lésung deutlich 
violett. 
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Zusammenfassung 
Oxylysin wurde nach G. van Zyl, E. E. van Tamelen und G. D. 


Zuidema* synthetisiert, wobei jedoch das Rohprodukt durch frak- 
tionierte Kristallisation der Dipikrate oder iiber N,e-Acyl-Verbindungen 


gereinigt wurde. 
Eine Anzahl von bisher nicht beschriebenen Salzen und Derivaten 


der Aminosiure wurde dargestellt, insbesondere das als Vorstufe fiir 
Peptidsynthesen wichtige e-Carbobenzoxy-oxylysin. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 297 10 
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Durch einen Rinderleberextrakt 
hervorgerufene Eosinopenie bei nebennierenlosen Ratten 


Von 
Tibor G. Kovats, E. Kovacs-Juhasz und A. Kovacs 


Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitiit Szeged, Ungarn 
(Direktor: Prof. Dr. N. Jancs6) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Miirz 1954) 


Bei der Beschiftigung mit Rinderleberextrakten beobachtete der 
eine von uns (T.G.K.), daB eine der Fraktionen eine betrachtliche 
Eosinopenie beim normalen Tier hervorrief. Nach weiterer Reinigung 
dieses Leberfaktors wurde dessen Eosinophilen-vermindernde Wirkung 
auch an Ratten erprobt, denen die Nebennieren entfernt worden waren. 
Einige Eigenschaften des aktiven Materials deuteten darauf hin, daB es 
weder mit Cortison noch mit Hydrocortison identisch war; es konnten 
auch keine bestimmbaren Mengen von Cortison in diesen Extrakten ent- 
deckt werden. 

Gegenwirtig kennen wir keine Substanz, welche deutliche Eosin- 
openie beim adrenalektomierten Tier in Abwesenheit von Cortison oder 
Hydro-cortison hervorrufen kann. 


Testung des aktiven Materials 


Mannliche und weibliche Albinoratten von 150—200g Gewicht wurden 
4—8 Tage nach der Entfernung der Nebennieren verwendet. Die Genauigkeit der 
Adrenalektomie wurde mit dem Adrenalintest am 2.—4. Tage nach der Operation 
kontrolliert. Wir benutzten nur solche Tiere, bei denen 4 Stdn. nach subcutaner 
Gabe von 50 y Adrenalin keine Eosinopenie beobachtet werden konnte. Ratten, 
deren absol. Eosinophilenzahl vor Versuchsbeginn unter 250/emm lag, wurden 
nicht verwendet. Die eosinophilen Zellen wurden nach einer modifizierten Dunger- 
Methode gezahlt. 


Isolierung des aktiven Materials 


2 kg frische Rinderleber wurden in 3 / dest. Wasser suspendiert, unter dauern- 
dem Riihren auf 65° erhitzt und darauf rasch auf 25° gekiihlt. Das Material wurde 
30 Min. zentrifugiert; die iiberstehende Lésung wurde auf 0° gekiihlt und mit 
Natriumhydroxydlésung auf px 8,0 eingestellt. Nach Zugabe von 180 ccm 25-proz. 
Bariumacetat wurde 2 Stdn. bei 0° aufbewahrt und dann zentrifugiert. Der Nieder- 
schlag enthielt das aktive Material. Er wurde mit 200 ccm 2-proz. kaltem Barium- 
acetat gewaschen und in 200 ccm dest. Wasser suspendiert. Die Mischung wurde 
darauf mit n-HCl auf px 2,0 eingestellt und 5 Stdn. in den Eisschrank gestellt. 
Dann wurde das Barium mit Natriumsulfatlésung gefallt und zentrifugiert. Nach 
Zusatz von 7 ccm 25-proz. Silbernitratlésung zur iiberstehenden Lésung wurde 
erneut zentrifugiert, der Niederschlag verworfen und 10-proz. Ammoniaklésung 
bis zur Erreichung von pq 7,0, dann iiberschiiss. Silbernitratlésung hinzugegeben. 
Nach dem Zentrifug:eren wurde der Niederschlag, der das aktive Material enthielt, 
in 40 ccm dest. Wasser suspendiert und das Silber mit Schwefelwasserstoff entfernt. 
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Nach Durchliiftung und Zentrifugieren wurde die iiberstehende Lésung auf 
Eis aufbewahrt. Der AgS-Niederschlag wurde zerrieben und in 40 ccm Wasser 
suspendiert. Es wurde erneut Schwefelwasserstoff eingeleitet, der Schwefel- 
wasserstoff durch Luft aus der Lésung vertrieben und dann zentrifugiert. Die 
iiberstchende Lésung wurde zu den ersten 40 ccm gegeben; darauf wurden 
diese mit Natriumhydroxyd auf py 4,0 gebracht. Nach Zugabe des 3-fachen Vo- 
jumens von 96-proz. Alkohol wurde die Lésung filtriert und bei 45—50° Wasser- 
badtemperatur bis auf einen Rest von 4—6 ccm im Vak. destilliert. Das so er- 
haltene Material ist schwach gelblich. Es ist proteinfrei (biuret-negativ). Sein 
Trockengewicht betrigt 80— 180mg pro kg Leber. 


Ergebnisse 


Da das Trockengewicht der verschiedenen, durch das beschriebene 
Verfahren isolierten Praparate betrichtlich schwankte, erschien es 
zweckmaBiger, die Wirksamkeit auf die Lebergewichte zu beziehen, von 
welchen die injizierten Extrakte erhalten worden waren. Wie aus der 
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Abbildung ersichtlich ist, verursachte das aktive Material aus 100g 
Leber 4—5 Stdn. nach i. p.-Injektion eine 20—72-proz. Abnahme der 
Eosinophilen, das Material aus 200 g Leber eine Abnahme von 20—90% ; 
die Verabreichung von aus 500 g Leber gewonnenem Material bewirkte 
eine 50—95-proz. Verminderung der Eosinophilen*. 


Einige Eigenschaften des aktiven Materials 


Das aktive Material ist in Wasser unterhalb von px 4,5 leicht léslich. 
In Aceton oder Ather lést es sich bei saurer Reaktion nicht, gut jedoch in 
75-proz. Alkohol. Nach unseren neuen Erfahrungen lost es sich bei etwa 
neutraler Reaktion in Ather. 

Das aktive Material der Leber wird in der Leber selbst leicht inakti- 
viert und verliert in gereinigter Form gleichfalls an Wirksamkeit. Bei 
alkalischer Reaktion wird es schnell inaktiv. Jedoch kann es in n/100- 
HCl im Eisschrank 48 Stdn., bei — 20° sogar wochenlang aufbewahrt 
werden. 

Wahrscheinlich la8t sich ahnlich aktives Material auch aus anderen 
Organen extrahieren. 


* Bekanntlich rufen die sogenannten unspezifischen Stimuli meistens eine 
Eosinophilen-Vermehrung beim adrenalektomierten Tier hervor. 


10* 
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Versuch zur AusschlieBung eines méglichen Einflusses de; 
Cortison-Gruppe 


a) Filtrierpapierstreifen (Whatman Nr. 1) wurden gleichzeitig mit 
neutralem Atherextrakt des Materials aus 100—200g Rinderleber und 
mit 10—80 y Cortisonacetat betropft. Nach 20-stdg. Laufzeit in Benzol. 
Methanol-Wasser wurden die Streifen mit ammoniakal. Silbernitrat ent. 
wickelt. Cortison erschien als deutlicher, brauner Fleck (Ry etwa 0,82), 
Die Substanz aus Leber blieb in der Nahe des Ausgangstropfens als gelb. 
lich-griiner Fleck. Diese Beobachtung spricht nicht gegen die Mdglich. 
keit, daB das aktive Material, wenn iiberhaupt, weniger als 10, 
Cortison enthalt. 

b) Wir zeigten weiter in 18 Versuchen, da sowohl Cortone (Merck) 
als auch Andreson-Organon unfahig waren, bemerkenswerte Eosin. 
openie bei unseren adrenalektomierten Ratten (150—200g) hervor. 
zurufen, wenn Mengen von 10—75 y entweder s.c. oder i. p. gegeben 
wurden!. Cortison ist deshalb schwerlich fiir die Eosinopenie unserer 
Tiere verantwortlich. 

c) Die Reaktion nach Porter und Silber war im Extrakt von 200 
mg Leber negativ. 

Wir sind Dr. E. Kelemen, I. Medizin. Klinik der Universitat Szeged, fiir 


seine standige Hilfe, seine Ratschlige und Kritik wihrend dieser Arbeit zu Dank 
verpflichtet. 


Fir die Ausfiihrung der papierchromatographischen Analysen sagen wir 
Dr A. L6zsa unseren herzlichsten Dank. 


Zusammenfassung 


Es wird eine Methode zur Bereitung eines proteinfreien Leber- 
extrakts beschrieben, der eine betriichtliche Verminderung der zirkulie- 
renden Eosinophilen von nebennierenlosen Ratten hervorruft. Chemische 
und biologische Teste zeigten, daB das aktive Material nicht mit Cortison 
identisch ist. 


Summary 


A method for preparing a protein-free cattle liver-extract possess- 
ing the capacity to induce significant decrease in the circulating 
eosinophils of adrenalectomised rats is described. Chemical and bio- 
logical tests demonstrated that the active material is not identical 
with cortisone. 


- Diese Beobachtung stimmt nicht mit den Erfahrungen. von F. Coste, 
F. Delbarre u. F. Laurent (Presse méd. 60, 509 [1952] iiberein. Die sehr ver- 
schiedene Empfindlichkeit der einzelnen Tierarten ist jedoch gut bekannt. 
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Uber den Einbau physiologisch wirksamer Substanzen 
in ein kollodiales Blutplasma-Ersatzmittel 


1. Einbau eines Mezcalin-Peptids in Polyvinylpyrrolidon 
Von 
Horst Jatzkewitz 


Aus dem Klinischen Institut der Deutschen Forschungsanstalt fiir Psychiatrie (Max-Pianck- 
Institut), Miinchen, Prof. Dr. W. Wagner, Direktor 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. April 1954) 


Mezcalin, gesunden Menschen appliziert, ruft bekanntlich psychische 
Veriinderungen hervor in einer Art, wie sie sich ahnlich auch bei manchen 
Psychosen finden. Der Ahnlichkeit im Psychischen entspricht eine Ahn- 
lichkeit im chemischen Bau des Mezcalins mit dem kérpereigener biogener 
Amine. Diese Tatsache gab zu einer Theorie der Entstehung endogener 
Psychosen AnlaB! und regte Untersuchungen iiber das Verhalten des 
Mezcalins im Organismus an?. 

Block® und Mitarb. fanden, daB Mezcalin in Leberprotein ein- 
gebaut wird. Der Organismus ist demnach imstande, Aminproteine zu 
synthetisieren und — wie ebenfalls aus den Arbeiten Blocks® hervor- 
geht — abzubauen‘. Bei Betrachtungen iiber den chemischen Bau reiner 
Aminproteine wird man zunichst an eine ,,Mezcalin-Amidierung“ der 
sauren Aminosduren (Glutamin- und Asparaginsiure) oder der Amino- 
siure am Carboxylende der Peptidkette denken. 

Es ist das Ziel der vorliegenden Arbeit, ein derartiges Mezcalinpeptid 
und eine mezcalinproteinartige Substanz zu synthetisieren, um den Ab- 
bau dieser Stoffe in vivo und in vitro zu untersuchen. Dabei wird unter 
mezcalinproteinartiger Substanz der kiinstliche chemische Einbau eines 
Mezcalinpeptids (Glycyl-l-leucyl-mezcalin) in das Blutplasma-Ersatz- 
mittel Polyvinylpyrrolidon (PVP) verstanden. Das so abgewandelte PVP 

soll u.a. gleichzeitig als Modell fiir eine neue Klasse méglicherweise 
therapeutisch wichtiger Depotsubstanzen dienen. 





1 Vor allem von V. Buscaino und seiner Schule vertreten. S.: H. Jatzke- 
witz, diese Z. 287, 43 [1951]. 
_ 2 Literatur dazu: W. Block, K. Block u. B. Patzig, diese Z. 290, 160 
3 W. Block u. K. Block, Angew. Chem. 64, 166 [1952]; W. Block, K. Block 
u. B. Patzig, diese Z. 291, 119 [1952]. 
4 Vgl. die Gesamtaktivitatskurve im Lebereiwei8, ibid., S. 120. 
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PVP von einem Molekulargewicht um 30000 ist im ,,Periston“ als 
Blutplasma-Ersatzmittel enthalten. Molekeln gréBer als 50000—60000 
k6énnen Monate bis Jahre im Organismus abgelagert werden und dienen 
infolge ihres besonderen Bindungsvermégens fiir gewisse physiologisch 
wirksame Substanzen als Depot®. Es mu8 jedoch auch méglich sein, eine 
Depotwirkung zu erzielen, wenn die physiologisch wirksamen Substanzen 
mit Hauptvalenzen in enzymatisch abspaltbarer Form an PVP gebunden 
sind. Dies ist beim im folgenden beschriebenen PVP-Glycyl-I-leucyl. 
mezcalin der Fall. Vielleicht 1a8t sich auf diese Weise auch eine Substanz 
vom Typ des Histamins (und Mezcalins ?), die keine Affinitaét zum PVP 
zeigt,® in Depotform bringen und in das biochemische Verhalten solcher 
peptidartig verkniipften biogenen Amine niherer Einblick gewinnen. 
Versuche in dieser Richtung, die auch Substanzen vom Arterenoltyp, 
Serotonin, physiologisch wirksame Aminosiuren und Peptide wie Tyroxin 
oder Peptidhormone umschlieBen, sollen unternommen werden, soweit 
dies in kleinem Rahmen miéglich ist. 

Das PVP-Glycyl-l-leucyl-mezcalin wurde folgendermaBen erhalten: 


a) Darstellung von Glycyl-l-leucyl-mezcalin-hydrochlorid 
Carbobenzoxy-glycin wurde nach Boissonnas? mit Chlorameisen- 
siure-aithylester umgesetzt und das gemischte Anhydrid I mit l-Leucin- 
aithylester in den Dipeptid-ester iibergefiihrt, der, ohne gereinigt zu 
werden, mit Hydrazinhydrat in Carbobenzoxy-glycyl-l-leucin-hydrazid II 
(Ausb. 45% d.Th., bezogen auf Cbzo-Glycin) vom Schmp. 125—127° um- 
gewandelt wurde. Daraus entstand iiber das Azid mit Mezcalin Carbo- 
benzoxy-glycyl-l-leucyl-mezcalin (III) vom Schmp. 127° in 57-proz. Aus- 


H,C-C-0-C-0C,H, H,C-C:NH-CH-CO-NH-NH, 
HN O O + Leucin-aithylester HN O CH 
"| dann N,H,-H,0 aif "1 l 2 
Cbzo I Cbzo CH(CHs), II 
OCH; 
H,0-C-NH-CH-CO-NH-CH,-CH,— g ‘00H, 
HNO, k | 
dann Mezcalin HN 0 te OCH, 
R CH(CH;), Ill R=Cbzo0 


Cbhzo = C,H,-CH,-0-CO— 
H,(Pd), 


dannnaw” 2¥: R= H-HCl 


5 H. Weese, ,, Therapeutische Méglichkeiten mit Blutersatzstoffen‘‘, Vortrag, 
gehalten auf der Bayer. Chirurgentagung in Miinchen am 19. 7. 1952. 
5 Monographie von W. Reppe: ,,Polyvinylpyrrolidon“, S. 41. Dort auch alle 
weiteren Literaturangaben. — Verlag Chemie GmbH, Weinheim/Bergstr. 1954; 72S. 
7 R. A. Boissonnas, Helv. chim. Acta 34,874 [1951]. 
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beute. Reduktive Abspaltung des Benzylkohlensaiurerestes und Ein- 
wirkung von Salzséure ergaben in einer Ausbeute von 94% d. Th. 
Glycyl-l-leucyl-mezcalin-hydrochlorid (IV), eine farblose, glasig erstarrte, 
sehr bitter schmeckende Substanz mit fale : —56,2 + 1° (4,2-proz. in 
Wasser), deren Reinheit durch Papierchromatographie und Elementar- 
analyse gesichert wurde. 


b) Darstellung eines freie Carboxylgruppen enthaltenden 
VP-Mischpolymerisats® 

N-Vinyl-«-pyrrolidon (V = VP) wurde unter Zusatz von 14% Acryl- 
siure-methylester (VI) mit Wasserstoffperoxyd und Ammoniak als 
Katalysator in Wasser bei etwa 100° nach Angaben von Puetzer® 
und Mitarbb. polymerisiert. Der Mischpolymerisat-Ester VII, ein Gel, 
wurde in waBriger Liésung bei etwa 20° mit Natronlauge verseift und der 
niedrigmolekulare Anteil durch Dialyse entfernt. Die hochmolekulare 
Mischpolymerisatsiure VIII (= PVP—CO,H) wurde als farbloses Pulver 
in 73-proz. Ausbeute (bez. auf V 4- VI) erhalten, das sich klar in Wasser 
liste. Die Lésung hatte ein pu von 5. Titration mit n/10-Natronlauge 
ergab, daB, gleichmaBige Verteilung beider Ausgangskomponenten im 
Polymerisat vorausgesetzt, 86% aller Estergruppen in Carboxylgruppen 
umgewandelt worden waren. 


H,C CH, 
| 

H,C CO all 
Nee + Polymerisation x 
N vy CO,CH, Sie en 


| 
CH:CH, H,C:CH 


H,C CH, 
| | 
H,C CO NaOH, é 
\w CO,R dann HCl Vit: R =H 
I | 
—CH-CH,-CH,-CH— 


VII: R = CH, 


c) Bindung von Glycyl-l-leucyl-mezcalin (IV = Gly-leu-mez) 
an das freie Carboxylgruppen enthaltende VP-Mischpoly- 
merisat (VIII = PVP—CO,H) 

Die Bindung des Mezcalinpeptids an das Mischpolymerisat erfolgte, 
wie unter a) beschrieben, nach der Methode von Boissonnas’ mit 
Chlorameisensiure-athylester und Tributylamin in Dimethylformamid 
als Lésungsmittel iiber das gemischte Anhydrid IX in folgender Weise: 


8 Kin Mischpolymerisat aus N-Vinyl-pyrrolidon und Acrylsiure wurde ohne 

Herstellungsangabe von J. W. Breitenbach, Osterr. Chemiker-Ztg. 54, 151 

[1953], beschrieben. 

(1952) B. Puetzer, L. Katz u. L. Horwitz, J. Amer. chem. Soc. 74, 4959 
52]. 
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PVP—CO,H arte -+ PVP-CO-0-CO,C,H, 


Vill Ix 


ws as aceon wl 7TP.C'O-alv-len- 
N(C, Hy); — PVP-CO — mez 


Das PVP-Mezcalinpeptid X wurde durch Dialysieren gegen n/40-HC| 
und Wasser von niedrigmolekularen Anteilen befreit. Es enthielt noch 
37% der urspriinglich vorhandenen freien Carboxylgruppen. Bei Ein. 
beziehung der erhaltenen Menge war die Umsetzung zu insgesamt 50% 
d. Th., bezogen auf VIII, vonstatten gegangen. Das Produkt lést sich 
zum Teil in Wasser, zum Teil bildet es damit eine bestandige, feine 
milchige Emulsion. 


Der Einbau des Mezcalinpeptids in das hochmolekulare Mischpolymerisat 
wurde durch papierchromatographische% und infrarotspektroskopische Unter- 
suchungen bewiesen. 

Das hochmolekulare PVP-CO-gly-leu-mez (X) wurde neben einer entsprechen- 
den Mischung von PVP-CO,H (VIII) mit Gly-leu-mez-HCl (IV) in 2 Lésungs- 
mittelsystemen papierchromatographiert. Dabei war mit Ninhydrin der Mezcalin- 
peptid-Anteil nur in der ie nachweisbar. Das hochpolymer gebundene 
Mezcalinpeptid X reagierte mit Ninhydrin erst nach der in Analogie zur sauren 
Proteinspaltung durchgefiihrten Hydrolyse — es wurden PVP-CO-gly-leu-mez (X) 
und zur Kontrolle PVP-CO,H (VIII) unter gleichen Bedingungen hydrolysiert 
und papierchromatographiert — und zwar wurden der Glycin- und Leucinfleck 
erhalten. Mezcalin dagegen wurde, wie auch der Vergleich mit reinem Mezcalin- 
hydrochlorid ergab, unter den Bedingungen der sauren Proteinhydrolyse (6-n.HCl, 
16 Stdn. bei 115°)!° volistaindig zerstért! 

Die Auswertung der Infrarotspektren von den 4 Praparaten PVP (Abb. 1), 
PVP-CO,H (Abb. 2), PVP-CO-gly-leu-mez (Abb. 3) und Gly-leu-mez-HCl (Abb. 4) 
ergab folgendes (nebenstehende Abb. 1—4): 

Das Spektrum des PVP-CO-gly-leu-mez (fest in KBr) zeigt im C=O-Doppel- 
bindungsgebiet 2 Banden bei 6,03 und bei 6,12 . Die kurzwelliger liegende Bande ist 
der Valenzschwingung der Pyrrolidon-C=O-Gruppe zuzuordnen, denn im Spektrum 
des PVP (fest in KBr) tritt an derselben Stelle eine intensive Bande auf. Die Bande 
bei 6,12 4 ist der Valenzschwingung der Peptid-C—O-Gruppe zuzuordnen, denn 
im Spektrum des Mezcalin-peptids (fest in KBr) tritt die C=O-Schwingung bei 
6,10 u auf. Vergleicht man die Intensitat der Mezcalin-Atherschwingung (8,95 /.) 
in den Spektren des Mezcalinpeptids und des hochpolymer gebundenen Mezcalin- 
peptids (X), so zeigt sich, da8 im Polymeren 9 + 2 Pyrrolidon-Gruppen auf eine 
Mezcalinpeptid-Gruppe entfallen. (Aus dem Prozentsatz der umgesetzten CO,H- 
Gruppen, s. oben, wurde ein Verhaltnis von 10: 1 errechnet.) 

Wie bereits erwahnt, lést sich das hochpolymer gebundene Mezcalin-peptid (X) 
zum Teil in Wasser, zum Teil bildet es damit eine milchige Emulsion. Durch viertel- 
stiindiges Zentrifugieren bei 30000 U/Min. wurden die emulgierten Teilchen nieder- 
geschlagen. Die iiberstehende klare Losung enthielt nach dem Abdampfen des 
Wassers 45% des Ausgangsmaterials. Dieser Anteil besa keine freien Carboxy]- 
gruppen, zeigte nach saurer Hydrolyse im Papierchromatogramm nur etwa den 
zehnten Teil des zu erwartenden Glycin- und Leucingehalts und hatte das Infra- 
rotspektrum des reinen PVP. Daraus geht hervor, daB sich beim Misch- 
polymerisieren von Vinylpyrrolidin (V) und Acrylsiure-methylester (VI) unter den 
gewahlten Bedingungen zunachst bevorzugt der Ester an der Polymerisation 
beteiligt. Es gibt mehrere Méglichkeiten, dies zu verhindern und die Polymerisations- 


1 Vgl. G. Schramm u. G. Braunitzer, Z. Naturforsch. 5b, 297 [1950]. 
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Abb. 1. Polyvinylpyrrolidon (PVP). 


i i i i lsiure 
Abb. 2. Mischpolymerisat aus NV -Vinyl-«-pyrrolidon und Acry 
witli (VIII = PVP-CO,H). 


in, (i i idartig an das 
Abb. 3. Glycyl-l-leucyl-mezcalin, (iiber die Carboxylgruppen) ami 
Rcteciennlat gebunden (X = PVP-CO-gly-leu-mez). 


Abb. 4. Glycyl-I-leucy]-mezcalin-hydrochlorid (IV = Gly-leu-mez-HC]). 
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geschwindigkeiten der beiden Partner aufeinander abzustimmen. Versuche in dieser 
Richtung sollen unternommen werden. 

Die Infrarotspektren wurden mit einem Perkin-Elmer-Zweibiindel-Infrarot. 
spektrophotometer, Modell 21 aufgenommen. Dafiir, sowie fiir die Ausweriung 
danke ich herzlich Herrn Dr. U. Schiedt vom Max-Planck-Institut fiir Biochemie, 
Tiibingen. Fiir die Uberlassung von N-Vinyl-pyrrolidon und Tri-n-butylamin bin 
ich der BASF, Ludwigshafen, fiir die Uberlassung von Mezcalin-hydrochlorid und 
l-Leucin der Deutschen Hoffmann-La-Roche A.G., Grenzach, zu Dank 
verpflichtet. 

Herrn Prof. Dr. K. Kolle, Direktor der Universititsnervenklinik Miinchen, 
schulde ich besonderen Dank fiir das grofziigige Entgegenkommen bei Ge. 
wahrung von Arbeitsm jglichkeiten. 


Beschreibung der Versuche™ 
Carbobenzoxy-glycyl-l-leucin-hydrazid (II) 

8,36 g (0,04 Mol) Carbobenzoxy-glycin’ werden mit 9,6ccm Tri-n. 
butylamin in 50 ccm absol. Toluol gelést, die Lésung auf —5° gekiihlt und mit 
4 ccm Chlorameisensadure-aithylester 25 Min. stehengelassen. Dann fiigt man 
eine gekiihlte Lésung von 7,8 g 1-Leucin-athylester-hydrochlorid (0,04 Mol) 
und 9,6 cem Tri-n-butylamin in 30 ccm trockenem Chloroform hinzu. Nach 12-stdg. 
Stehenlassen bei 20° wird die Lésung mit Ather verdiinnt und mit n-Salzsiure, 
3-proz. Natriumhydrogencarbonatlésung und Wasser gewaschen. Der nach dem 
Trocknen der organischen Phase und Abdampfen der Lésungsmittel zuriick- 
bleibende rohe Carbobenzoxyglycyl-l-leucin-athylester wird in 20 ccm 
absol. Alkohol gelést und mit 4g Hydrazinhydrat 1 Stde. unter Riickflu8 
gekocht. Danach kristallisiert das Hydrazid langsam im Laufe von Tagen aus. Es 
werden 6 g (45% d. Th., bez. auf Cbzo-Glycin) Carbobenzoxyglycyl-l- leucin- 
hydrazid (I1) vom Schmp. 125—127 erhalten. 

Zur Analyse wurde zweimal aus Alkohol-Ather umkristallisiert 

2,988 mg Sbst.: 0,441 ccm N, (24°, 742 mm) 

C\gH.,0,N, (336,3) Ber. N 16,66 

Gef. N 16,56 

Carbobenzoxyglycyl-l-leucyl-mezcalin (III) 
672mg (2 mMol) Carbobenzoxyglycyl-l-leucin-hydrazid (II) vom 
Schmp. 125—127° werden in einer Mischung von 4 ccm Eisessig, 2 ccm 5-n.HCl 
und 16 cem Wasser gelést. Zur auf —5° gekiihlten Lésung wird eine konz. waBrige 
Tésung von 152 mg (2,2 mMol) Natriumnitrit hinzugefiigt. Die Hauptmenge des 
Azids schlaigt sich als Sirup nieder. Das in Emulsion Befindliche wird schnell ab- 
zentrifugiert und zusammen mit dem Sirup in 20 ccm eiskaltem Chloroform gelist. 
Die Chloroform-Lésung wird mit Eiswasser, kalter 3-proz. Natriumhydrogen- 
carbonatlésung und wieder Eiswasser gewaschen, kurze Zeit bei 0° iber Natrium- 
sulfat getrocknet und zu einer eiskalten Lésung von 473 mg (2,2 mMol) Mezcalin 
(aus 570 mg Mezcalinhydrochlorid mit einer Mischung von konz. Natronlauge und 
Natriumcarbonatlésung entbunden, in Chloroform geschiittelt und aus der ge- 
trockneten Chloroformlésung nach Abdampfen erhalten) in 2 ecm trocknem Chloro- 
form gegeben. Man 14Bt die Mischung im Eiswasserbad sich iiber Nacht auf Zimmer- 
temperatur erwarmen. Dann wird sie mit 0,5-n.HCl, Wasser, 3-proz. Natrium- 
hydrogencarbonatlésung und wieder Wasser ausgeschiittelt, iiber Natriumsulfat 
getrocknet und das Chloroform im Vak. abgedampft. Es hinterbleiben 700 mg 
eines gelben Ols, das aus Athanol-Wasser kristallisiert und 590 mg (57% d. Th.) 
Carbobenzoxyglycyl-l-leucyl-mezcalin (III) in Form farbloser Nadeln 

vom Schmp. 124,5—125 liefert. 


a Alle Schmelzpunkte unkorr. 
12 Darstellung nach M. Bergmann u. L. Zervas, Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 
1192 [1932]. 
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Zur Analyse wurde aus Methanol (Nadeln vom Schmp. 127°) und aus verd. 
Essigsiure (Nadeln vom Schmp. 129° bei langsamem, 147° bei schnellem Erhitzen) 
unkristallisiert. r 

5,220 mg Sbst.: 12,040 mg CO,, 3,330 mg H,O. — 3,230 mg Sbst.: 0,249 ccm 
N, (27,5 , 735 mm). 

C,;H,,0,N,6) (515,6) Ber. C 62,84 H7,32 N 8,15 
Gef. C 62,93 H7,14 N 8,47 


Glycyl-l-leucyl-mezcalin-hydrochlorid (IV) 
2,9g Carbobenzoxyglycyl-l-leucyl-mezcalin (III) vom Schmp. 
124,5— 125° werden in 35 ccm Methanol, das 0,35 ccm Eisessig enthalt, gelost und 
mit 5cem waBr. Palladiumschwarz-Suspension (etwa 0,5 g Pd) im Wasserstoff- 
strom geschiittelt. Nach Aufhéren der CO,-Entwicklung wird vom Katalysator 
abfiltriert. Man wascht nach und dampft Filtrat und Waschwasser gemeinsam im 
Vak. zur Trockne. Der Riickstand wird in Chloroform aufgenommen und die 
organische Lésung mit Wasser, das 0,5 ccm 12-n.HCl enthalt, geschiittelt. Nach 
Eindampfen der waBrigen Phase im Vak. werden 2,2 g (94% d. Th.) Glycy1-l- 
leucyl-mezcalin-hydrochlorid (IV) als glasartig erstarrtes, farbloses Produkt 
erhalten. Alle Versuche, es umzukristallisieren, schlugen fehl. Es schmeckt sehr 
bitter, ist leicht léslich in Wasser (die Lésung enthalt Cl‘ und reagiert neutral), 
Methanol, Athanol, Chloroform, schwerer in Essigester, schwer in Ather und un- 
léslich in Petrolather. 
4,792 mg Sbst.: 9,475 mg CO,, 3,310 mg H,O. — 2,754 mg Sbst.: 0,256 ccm N, 
(27°, 735 mm). 
C9H3,0;N3 * HCl (417,9) Ber. C 54,60 H7,72 N 10,06 
Gef. C 54,28 H7,78 N 10,23 
Die Substanz verhalt sich papierchromatographisch in 3 Lésungsmittel- 
systemen einheitlich (Indikator Ninhydrin). Nach der sauren Hydrolyse (6-n.HCl, 
16 Stdn. bei 115°)! werden selbst nach Auftragen von 0,5 mg Hydrolysengemisch 
nur der Glycin- und Leucinfleck gesehen, bei alkalischer Hydrolyse (0,25-n.Ba(OH)., 
48 Stdn. bei 120°)!° erscheint zusatzlich der Mezcalinfleck. 
VP-Mischpolymerisat mit freien Carboxylgruppen (VIII = PVP-CO,H) 
leem N-Vinyl-«-pyrrolidon (V), 0,15 ccm frisch destillierter Acryl- 
siure-methylester (VI), 1 com Wasser, 0,01 ccm Perhydrol und 0,01 ccm konz. 
Ammoniaklésung werden in ein Reagensglas gegeben. Die klare, homogene Lésung 
wird im Wasserbad erwarmt, bis sie etwa 60—70° warm ist. In dem Augenblick, 
wo unter Selbsterwarmung Polymerisation eintritt, wird das Reagensglas aus dem 
Bad genommen und bei 20° stehengelassen. Innerhalb kurzer Zeit ist der Inhalt 
zu einer schwach triiben Gallerte (VII) erstarrt. Derselbe Arbeitsgang wird mit 
4 weiteren Portionen wiederholt, so daB insgesamt 5 cem (5,15 g) N-Vinyl-pyrro- 
lidon und 0,75 cem (0,72 g) Acrylsiure-methylester mischpolymerisiert wurden. 
Die Reagensglasinhalte werden zusammen in 15 ccm Wasser gelést und unter 
kriftigem mechanischen Riihren tropfenweise mit einer etwa 30-proz. Lésung von 
400 mg Natriumhydroxyd versetzt. Kurze Zeit danach wird die triibe Lésung klar. 
Sie wird 2 Stdn. bei 20° stehengelassen, dann unter kraftigem Riihren tropfenweise 
mit 0,9 cem einer 12-n.HCl angesduert, mit 15 com Wasser verdiinnt und 96 Stdn. 
gegen dest. Wasser dialysiert (,,Kalle‘‘-Cellophan-Membran). Nach Abdampfen des 
Lésungsmittels im Vak. hinterbleiben 4,2 g (73% d. Th., bez. auf V + VI) farb- 
loses, freie Carboxylgruppen enthaltendes Mischpolymerisat (VIII = PVP- 
CO,H), das fein pulverisiert und bei 100° im Hochvak. getrocknet wird. 100 mg 
dieser Substanz, in Wasser geliést (py 5), werden durch 1,25 ccm n/10-NaOH 
neutralisiert (Indikator Phenolphthalein). Bei gleichmaBiger Verteilung beider 
Ausgangskomponenten im Polymerisat sind demnach 86% aller Estergruppen in 
Carboxylgruppen umgewandelt worden. 


13 Vel. W. Block, K. Block u. B. Patzig, diese Z. 291, 126 [1952]. 
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Hochpolymer gebundenes Glycyl-l-leucyl-mezcalin (X) 

500 mg PVP-CO,H (entspr. 6,0 ccm n/10-NaOH) werden in 3,5 cem trocknem 
Dimethylformamid gelist und 0,151 ccm Tributylamin hinzugefiigt. Die viskose 
Losung wird auf —5° gekiihlt, unter Umschiitteln mit 0,063 com Chlorameisen. 
siure-athylester versetzt und bei dieser Temperatur 45 Min. stehengelassen, 
wobei sie zu einem steifen Gel erstarrt. Dann gibt man eine Lésung von 264 mg 
Glycyl-l-leucyl-mezealin-hydrochlorid (IV) und 0,151 com Tributylamin 
in 0,5 com Dimethylformamid zum Gel, schiittelt das Ganze 2 Stdn. unter Stick. 
stoff und 1aBt es 12 Stdn. bei 20° stehen. Dic Fliissigkeit wird dabei wieder normal 
viskos. Sie wird mit Wasser verdiinnt und 96 Stdn. gegen n/40-HCl und Wasser 
dialysiert. Nach Abdampfen des Lisungsmittels im Vak. hinterbleiben 500 mg 
farbloses, an PVP gebundenes Mezcalinpeptid X. Das Produkt wird pulve. 
risiert und im Hochvak. bei 100° vollends getrocknet. 100 mg, in Wasser gelist, 
werden durch 0,44 ccm n/10-NaOH neutralisiert (Indikator Phenolphthalein). Die 
Substanz enthalt demnach noch 37% der urspriinglich vorhandenen Carboxyl- 
gruppen. Bezieht man ihr Gewicht (500 mg) ein, so folgt, daB die Umsetzung ins. 
gesamt zu 50% d. Th., bez. auf VIII, vonstatten gegangen ist. 

Vom Lésungsverhalten in Wasser, von Aufschliissen, die itiber die Natur des 
Polymerisats mittels Papierchromatographie, Infrarotspektroskopie und Ultra- 
zentrifuge gewonnen wurden, wird im ersten Teil dieser Abhandlung berichtet. 


Zusammenfassung 


Es wird die Synthese des Glycyl-l-leucyl-mezcalins beschrieben. 

Das Mezcalinpeptid wird durch Hauptvalenzen an Polyviny]- 
pyrrolidon (PVP), ein kolloidales Blutplasma-Ersatzmittel, gekniipft. Die 
Bindung erfolgt iiber die Carboxylgruppen eines Mischpolymerisats, das 
zu etwa 89% aus PVP besteht. 

Auf die mégliche Bedeutung des Endprodukts als Typ einer Klasse 
enzymatisch abspaltbarer, biologisch aktiver Substanzen, deren Ver- 
weilzeit im Organismus durch die hochmolekulare Verankerung reguliert 
werden kann, wird hingewiesen. 
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Zur Mikrobestimmung der neutralen 17-Ketosteroide * 
Von 
Wilhelm Zimmermann und Dieter Pontius 


Aus der Endokrinologischen Forschungsstelle am Staatlichen Medizinaluntersuchungsamt Trier 
Direktor des Amtes und Leiter der Forschungsstelle: Dozent Dr. Dr. W. Zimmermann 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. April 1954) 


Zur Bestimmung der neutralen 17-Ketosteroide mittels der m- 
Dinitrobenzol-Reaktion! sind neben den normalen Arbeitsvorschriften? 
einige Mikromethoden ausgearbeitet worden. Als Mikromethoden sind 
dabei im folgenden solche Arbeitsweisen verstanden, bei denen 2—10 ccm 
Harn analysiert werden, wihrend Methoden, die von 50 bis 100 ccm aus- 
gehen, als Halbmikroverfahren gelten und Analysen von 500 und mehr 
cem Harn als Makromethoden. 

Von dem Begriff der ,,Mikromethode“ ist der Begriff der ,,Schnellmethode‘‘ 
zu trennen. Eine Beschleunigung des Analysenganges wird durch Extraktion der 
Hormone im Scheidetrichter erreicht, wozu man nur Minuten braucht, wahrend 
die Extraktion durch dreimaliges, je 2-stdg. Kochen am RiickfluBkiihler oder in 
kontinuierlich arbeitenden Extraktionsapparaten, wie es vor allem in der Anfangs- 
zeit der Steroidanalytik, entspr. dem vom praparativen Arbeiten her gewohnten 
Vorgang, iiblich war, mehrere Stunden dauert. Von besonderen Fallen abgesehen, 
hat sich heute das Ausschiitteln im Scheidetrichter allgemein durchgesetzt, so daB 
in diesem Sinne auch die Halbmikromethoden ,,Schnellmethoden“ sind. 

DaB man mit sehr kleinen Harnmengen arbeiten kann, wurde zu- 
erst von Zimmermann? nachgewiesen: im Rahmen von Untersuchun- 
gen tiber die Bestimmung der 17-Ketosteroide im Blut wurde gezeigt, 
daB man mit 5 cem Harn praktisch die gleichen Werte wie mit 50 ccm 
erhalten kann. Da Harn aber meist leicht in beliebiger Menge zu gewinnen 
ist, ist der Bedarf an Mikromethoden nicht etwa durch die Kostbarkeit 
des Analysenmaterials gegeben*; vielmehr scheint der Wunsch nach 
Einsparung teurer Reagenzien bei der Ausarbeitung solcher Mikro- 
methoden fiihrend gewesen zu sein. Dariiber hinaus kénnen sich Mikro- 
methoden eher fiir den gleichzeitigen Ansatz vieler Proben in Reihen- 
versuchen eignen. 


* Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft durchgefihrt, der dafiir auch an dieser Stelle gedankt wird. 

1 W. Zimmermann, diese Z. 238, 257 [1935]. 

2 W. Zimmermann, diese Z. 245, 47 [1936]. Vitamine u. Hormone 5, 237 
[1944]; W. Zimmermann, H.-U. Anton u. O. Pontius, diese Z. 289, 91 [1952]; 
N.H. Callow, R.K. Callow u. C.W.Emmers, Biochem. J. 32, 1312 [1938]; 
A. F. Holtorff u. F.C. Koch, J. biol. Chem. 135, 377 [1940] und viele andere. 

3 W. Zimmermann,Vitamine u. Hormone 5, 276 [1944]. 

' 4 Vgl. W. Zimmermann, Z. Vitamin-, Hormon- und Fermentforsch. 4, 456 
1951]. 
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Mikromethoden unterscheiden sich von anderen Ausfiihrungsarten 
der m-Dinitrobenzol-Reaktion in erster Linie durch die, durch die Ver. 
ringerung des Ausgangsmaterials bedingte, besondere Aufarbeitung der 


Tab. 1. Ubersicht iiber verschiedene Arbcitsvorschriften zur Mikrobestimmung von 


























neutralen 17-Ketosteroiden. 
extra- 
’ hierte , Ce ea ee Farbansatz 
Autoren ue, Hydrolyse | Extraktion | Reinigung Modifikation 
menge 

Birket u. {10 ccm 1 ceom H,SO, | nach Alkali- | Filtration Callow 

Smith® 40%, 25Min. | sierung mit | durchNaOH- 
1953 100° 25 ccm Ather} Pulver 

Drekter u.|10 ccm 3cem konz. | Ather 20cem 10°% NaOH | Holtorff u. 
Mitarbb.® HCl, 10 Min. | 30Sek. heftig | 10 cem Koch 
1947 80° schiitteln : 

Drekter u. |10 cem 3ccm konz. | Athylen- Schiitteln Pearson u. 
Mitarbb.’ HCI, 10 Min. | dichlorid mit NaOH- Giacconell 
1952 100° 10 ccm Rotulis, 

15 Min. 15 Min. 

Hambur- [10 bis 1/49 Vol. 40% | Ather, 40 ccm] 1x Sodalsg., | Callow 
ger® 30cem H,SO,, (od. Benzol | 2x 2nNaOH, 
1948 i— "see 25 Min. bei gleich- 2x Wasser, 

der Tages-| 100° zeitigerHydr.| je 10 cem 
menge) u. Extr.) 

Sulman® 1 cem 0.3ccmkonz.| Ather 4 ccm, | 10°% NaOH, | Holtorff u. 
1954 HCl, 45 Sek. Wasser, Koch 

10 Min. schiitteln je einmal 
80—90° je 2 ccm 

Vester- 2 com 0,3eemkonz.| Ather 4 cem, | 1x Wasser, | Callow 
gaard!? HCl, 1 Min. mit NaOH- 
1951 17 Min. schiitteln Rotulis 

100° schiitteln, 
abfiltrieren 

Zimmer- |10 ccm lcem konz. | nach Alka- | 1x 10% Zimmer- 
mann u. HCI + 1 ccm] lisierung NaOH, mann, mit 
Pontius 10% CuSO,- | 20 ccm 2 Wasser, Farbstoff- 
1954 Lsg., 20 Min. | Ather, je 20 ecem extraktion 

100° 5 Min.drehen 














5 E. Birket-Smith, Acta endocrinol. 14, 33 [1953]. 
6 I. J. Drekter, S. Pearson, E. Bartczak u. T. H. McGavack, J. clin. 


Endocrinol. 7, 795 [1947]. 
7 I. J. Drekter, 


A. Heisler, 


G. R. Scism, 


T. H.McGavacek, J. clin. Endocrinol. 12, 55 [1952]. 
8 C. Hamburger u. G. Rasch, Acta endocrinol. 1, 375 [1948]. 
® F. G. Sulman, Acta endocrinol. 15, 193 [1954]. 
10 P. Vestergaard, Acta endocrinol. 8, 193 [1951]. 
11 §. Pearson u. 8. Giaccone, J. clin. Endocrinol. 8, 618 [1948]. 


S. Stern, 





S.Pearson u. 
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‘sarten $Harnproben, wobei z. Tl. Vereinfachungen als zulissig beschrieben wer- 
ie Ver. Bien. Die eigentliche Farbreaktion mit m-Dinitrobenzol hat mit dem Be- 
ng der Griff der ,,Mikromethode“ nichts zu tun, sie ist i. allg. von den Normal- 
nethoden tibernommen. Soweit auch hierbei Modifikationen beschrieben 
wurden, kénnten sie ebenso bei Makro- wie bei Mikroverfahren ange- 
yendet werden. 

Tab. 1 gibt eine Ubersicht iiber die verschiedenen Arbeitsvor- 
shriften. 

Unter diesen Mikromethoden schien uns die Arbeitsvorschrift von 
Jestergaard?® besonders interessant zu sein, da in ihr eine weitgehende 
Rationalisierung der technischen Vorgange beschrieben wird; es sollte 
jadurch méglich sein, in 8 Stdn. durch einen Bearbeiter bis zu 60—72 
\1-Ketosteroid-Analysen durchzufiihren, gegeniiber etwa 10 Analysen bei 
“fp, lormalem Arbeitsvorgang. 












ng von 


rff u, 

1 Nach Vestergaard werden Hydrolyse, Extraktion und Fraktionierung der 
Harnproben im gleichen Glase, einem Reagenzglas von 12 ccm Inhalt mit ein- 

—— [eschliffenem Stopfen, vorgenommen. Es kénnen dabei 20 und mehr Glaser gleich- 

nu. Gyitig behandelt werden. Harn und Waschwasser werden mittels Glasspritzen mit 

one! Bingesetzter Glaskapillare entfernt; 50 Glaser kénnen gleichzeitig in einem Wasser- 


bad bei 50° eingedampft werden. Bei der anschlieBenden Farbreaktion iibernahm 
Vestergaard die von Callow? angegebene Modifikation unter Anwendung 
~~ §ileinerer Mengen. 
Es wurden nun Versuche unternommen, in Anlehnung an Vester- 
saard, aber ohne dabei mit so extrem kleinen Harnmengen von 2 ccm 
m arbeiten, zu einem fiir Reihenuntersuchungen geeigneten Verfahren 
m gelangen. Es hat dabei wenig Sinn, mehr als 10 bis 20 Proben gleich- 
ffu. Jritig aufzubereiten, obwohl dies technisch ohne weiteres méglich ist. 
Die Kapazitat einer Arbeitsweise hingt nimlich nicht von der Schnellig- 
keit der Aufbereitung, sondern von der Farbreaktion ab. Da jede Probe 
— §ummittelbar nach der Ausschiittelung der Farbe gemessen werden muB, 
hat es keinen Sinn, die Farbreaktion bei vielen Proben gleichzeitig anzu- 
setzen. 


Nimmt man an, da8 man fiir eine photometrische Messung einschlieBlich Aus- 
wechseln und Reinigen der Kiivetten und Extraktion des Farbstoffes aus dem 
—  §Reaktionsgemisch fiir die nachstfolgende Messung (Methodik von Zimmermann, 
-  _ BAnton u. Pontius?) 3 bis 5 Min. benétigt, dann kann man bei Reihenversuchen 
mit alle 5 Min. eine neue Farbreaktion ansetzen, bis etwa 10 Min. vor Beginn der ersten 
f- Messung dieser Serie. Bei einer Reaktionszeit von 90 Min. sind demnach 15—16 
on Ansitze mdglich, die letzte Messung wird etwa 3 Stdn. nach dem Ansetzen des 
ersten Versuchs dieser Reihe fertig sein, dabei ist eine Arbeitskraft vollauf beschiif- 
tigt. Bei den verschiedenen Modifikationen der m-Dinitrobenzol-Reaktion ist die 
Arbeitskapazitat trotz verschieden langer Reaktionszeiten praktisch gleich, wie 
Tab. 2 zeigt (s. S. 160). 

Bei den eigenen Versuchen wurde von 10 ccm Harn ausgegangen. 
u, §Die Schliffgliser muBten dabei entsprechend gréBer ausgefiihrt werden, 
sie fassen bei 30 mm @ und 180 mm Hohe 125 cem. In jedes Glas werden 
10 ccm Harn einpipettiert und mit je 1 cem konz. Salzsiure und 1 cem 
10-proz. Kupfersulfatlésung (zur Herabminderung der Eigenfarbe der 
Harnextrakte) versetzt. Die Glaser einer Serie werden gleichzeitig 
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Tab. 2. Vergleich der Arbeitskapazitit bei verschiedenen Modifikationen der 
m-Dinitrobenzol-Reaktion 
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Zimmermann 
Vorschrift Callow? ms rif. 
19522 _ 
Entwicklungszeit in Min... . . . 90 60 45 
Zahl der in dieser Zeit méglichen An- 
cs LO eee eee 15 10 7 
dafiir insgesamt bendtigte Zeit in Mi- 
VSS aera 180 120 90 
Theoret. Leistung an Messungen in 
Be et en eae st 6" BN 30 30 28 





20 Min. in einem Glycerinbad zum Sieden erhitzt ; die entstehenden Was. 
serdémpfe werden durch eingehingte, wasserdurchflossene, kleine Glas. 
schlangen kondensiert und flieBen in das Glas zuriick. Soll nach Ab. 
schluB der Hydrolyse gleich weiter gearbeitet werden, so miissen die 


of AD 












































L 
Abb. 1. Schiittelapparat fiir die Mikromethode fiir senkrechte Bewegung 





Réhrchen vor dem Atherzusatz abgekiihlt werden, andernfalls kann man 
sie bei Zimmertemperatur auskiihlen lassen. In jedes Réhrchen werden 
dann 20 cem Ather gebracht, um die Hormone zu extrahieren, die Glaser 
werden mit ihren Schliffstopfen verschlossen und 5 Min. geschiittelt bzw. 
gedreht. Dazu wurde urspriinglich eine der Vestergaardschen Apparatur 
analoge Schiittelmaschine* benutzt, wobei die Glaser senkrecht bewegt 
werden (s. Abb. 1). Durch nachtraglichen Einbau eines Elektromotors 
konnte die Arbeit weiter mechanisiert werden. Da es jedoch durch das 
heftige Schiitteln zu Schaumbildungen kommt, wurden die Réhrchen 
spaiter in einem anderen Apparat (s. Abb. 2) ahnlich wie bei der Gegen- 
stromverteilung in einem Gestell Jangsam um ihre Querachse gedreht; 
Emulsionen kénnen so vermieden werden. Durch Alkalisieren des Harnes 
vor der Atherextraktion kénnen die Emulsionen noch weiter unterdriickt 


* Diese Apparatur wurde von den Hoechster Farbwerken angefertigt und zur 
Verfiigung gestellt, wofiir wir unsern Dank aussprechen méchten. 
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Zur Mikrobestimmung der neutralen 17-Ketosteroide 












Abb. 2. Apparat zum Mischen zweier Phasen bei Extraktion und Fraktionierung 
durch Drehen 


werden. Bei beiden Apparaten werden 
die eingeschliffenen Glasstopfen durch 
ein Brettchen mit Schwammgummi- 
auflage auf die Reagensgliser gepreBt, 
um Lésungsmittelverluste zu vermei- 
den. Je 10 oder mehr Glaser, ent- 
sprechend 5 oder mehr Parallelver- 
suchen, kénnen so gleichzeitig be- 
handelt werden. 

Nach der einmaligen Extraktion 
mit der doppelten Athermenge wer- 
den die Glasstopfen mit Ather ab- 
gesptilt; der Harn wird mittels Kapil- 
Jare und Wasserstrahlpumpe mit 
zwischengeschalteter Sicherheits- 
flasche abgesaugt und durch 20 cem 
10-proz. Natronlauge ersetzt. Die 
Kapillare wird ebenfalls mit Ather 
abgespiilt. Dann werden wiBrige und 
itherische Phase in der gleichen 
Apparatur wie vorher durch Drehen 
vermischt; danach wird die waBrige 
Lauge wie vorher noch Kapillaren ab- 
gesaugt. Die Prozedur wird mit dest. 
Wasser noch zweimal wiederholt. Der 
atherische Harnextrakt bleibt dabei 
in dem urspriinglichen R6hrchen; 
man benétigt keine Schiitteltrichter 
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Abb. 3. Apparatur zum gleichzeitigen 
Verdampfen des Extraktionsmittels 
bei mehreren Extrakten 


und keine sonstigen Extraktionsapparate. Nach dem Trocknen iiber 
Natriumsulfat wird der Ather abgedampft. Dazu wird er (s. Abb. 3) 
unter Nachspiilen in ein kleines VorratsgefaiB8 umgefiillt, das am Boden 
in eine Kapillare auslauft. Aus dieser Kapillare tropft der Extrakt in 
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ein Reagensglas, das sich in einem 50° warmen Bade befindet, und ver. 
dampft dabei sofort. So kann ein StoBen und Spritzen beim Ab. 
dampfen vermieden werden. Mehrere Extrakte, z. B. alle einer Hydro. 
lysenserie, tiber Spinne und Kiihler zur Wiedergewinnung des Extrak. 
tionsmittels mit einer Vorlage verbunden, kénnen so selbstindig weiter. 
tropfend ohne viel Aufsicht gleichzeitig zur Trockne gebracht werden. 
Der Trockenriickstand wird in 2,0 cem Athanol (hier vergallt mit 1% 
Tetrachlorkohlenstoff) aufgenommen und evtl. bei gefarbten Extrakten 
in zwei gleiche Teile geteilt. Mit dem Farbansatz aus 1,0 cem Harn. 
extrakt, 1,0 cem 2-proz. alkoholischer Dinitrobenzollésung und 1,0 cem 
waBr. 3-n KOH, werden dann gleichzeitig Leerversuche, a) mit Alkohol 
statt Harnextrakt und b) mit Alkohol statt Dinitrobenzollésung, ange. 
setzt. Nach 90 Min. langem Aufenthalt in einem Wasserbad bei 25 +- 0,2° 
werden alle drei Rohrchen mit je 4,0 ccm Ather ausgeschiittelt und in 
einem elektrischen Photometer (Elko II) oder einem entsprechenden 
anderen optischen Gerat unter Vorschaltung eines Griinfilters (S 50) ge- 
messen. Aus den Extinktionswerten von bekannten Androsteronlésungen, 
die zweckmaBig an jedem MeBtag zur Kontrolle einmal mitgemessen wer- 
den, kann dann leicht der gesuchte Gehalt an 17-Ketosteroid, als Andro- 
steron berechnet, ermittelt werden. 


Ergebnisse 


Die Ergebnisse mittels dieser Mikromethode wurden nun mit den 
Ergebnissen des sonst hier tiblichen Halbmikroverfahrens unter Extrak- 
tion von 50 bzw. 100 cem Harn (Zimmermann, Anton und Pontius?) 
verglichen. Es wurden dazu 159 Harnproben in 728 Einzelanalysen ver- 
gleichend untersucht. Wahrend das Halbmikroverfahren in 63 Parallel- 
versuchen (143 Einzelanalysen) eine Standardabweichung vom Mittel- 
wert von s = + 2,87% zeigte, wurde bei 441 parallelen Mikroansitzen 
von je 2 bis 8 Parallelproben eine Standardabweichung von s = + 6,45% 
gefunden. Da keine systematische Abweichung (Trend) der Ergebnisse 
der Mikromethode von den Ergebnissen der Makromethode nur nach 
einer Seite hin festzustellen war, wurden bei den 159 Harnproben auch 
die Mittelwerte aller, sowohl der makro- wie der mikromethodischen 
Ergebnisse gebildet ; die Standardabweichung betrug dann s = + 8,75%,. 


Tab. 3. Fehlerbreite (= + 2s) von Makro- und Mikromethode. 

















. Standard- : Zahl 
Verfahren abweichung Fehlerbreite der Analysen 
Halbmikroverfahren allein .... + 2,87% + 5,74% 143 
Mikroverfahren allein. . ..... + 6,45 + 12,9 441 
Abweichung aller Werte vom ge- 
meinsamen Mittelwert ... . + 8,75 + 17,5 728* 


* Die Differenz gegeniiber den ersten beiden Zeilen ist durch 144 Einzel- 
analysen bedingt. 
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Rechnen wir bei Routineanalysen mit einer zulassigen Streuung von 
+ 2s, dann erhalt man die in Tab. 3 angegebenen Fehlerbreiten. 

Zs wurde damit zwar nicht das gleich giinstige Ergebnis erzielt wie 
yon Hamburger und Rasch’, die die Mikromethode fiir genauer als 
die normale Methode halten, aber die Fehlerbreiten bewegen sich doch 
in etwa der gleichen GréBenordnung wie bei Hamburger und Rasch: 
+7—-12%, bei Vestergaard!®: +3—4%, bei Birket-Smith’: 
+ 6%, Sulman?®: + 1—5%. Da die physiologischen Schwankungen der 
17-Ketosteroid-Ausscheidung beim Menschen etwa -++ 50% betragen und 
oft iiberschreiten, geniigt die gefundene Genauigkeit fiir klinische Reihen- 
versuche auch bei Anwendung der Mikromethodik. 


Zusammenfassung 


Es wird eine Mikromodifikation zur Bestimmung der 17-Ketosteroide 
in 10 cem Harn beschrieben, bei der unter Rationalisierung der Arbeits- 
vorginge Hydrolyse, Extraktion und Fraktionierung im gleichen Glase 
erfolgen. Da aber die Arbeitskapazitaét durch den Ablauf der Farbreak- 
tion begrenzt ist, wird es nicht fiir zweckmaBig gehalten, mehr als 10 bis 
20 Proben gleichzeitig zu behandeln. An einem Arbeitstag kénnen so 
etwa 15 Harnproben in je zwei parallelen Ansitzen von einem Bearbeiter 
untersucht werden. Als Fehlerbreite wird -+- 12,9% angegeben. 
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Die quantitative Bestimmung reduzierender Zucker 
auf Papierchromatogrammen 
Von 
F, G. Fischer und Helmut Dérfel 
Aus dem Chemischen Institut der Universitit Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. April 1954) 


Von den vielerlei Reaktionen, die zum Sichtbarmachen papier. 
chromatographisch getrennter, reduzierender Zucker dienen kénnen, 
sind bisher zwei auch zu deren quantitativer Bestimmung vorgeschlagen 
worden: Die Reduktion von Silbersalz zum Metall und die Reduktion 
von Triphenyltetrazoliumsalz zum roten Formazan. 


Die Silbersalz-Reduktion!? gibt nach unseren Erfahrungen die besten 
Ergebnisse in der von Mc Farren angegebenen Arbeitsweise: Das Silbernitrat 
wird der pyridinhaltigen Verteilungsfliissigkeit gleich zugegeben, so daB es im 
ganzen Chromatogramm gleichmaBig verteilt wird, viel gleichmaBiger als durch 
ein nachtrigliches Aufspriihen. Die Entwicklung der Silberflecken geschieht bei 
80° in 20 Min., nach einer Behandlung der Papierbogen mit Ammoniakdampf. 

Die Silbersalz-Reduktion hat jedoch fiir quantitative Zwecke grundsitzliche 
Nachteile. Diese sind begriindet sowohl in der Nichteluierbarkeit der Silberflecken 
vom Papier wie in dem Mangel an Proportionalitat zwischen Zucker-Menge und 
Intensitét der Silberflecken. 

Die zwangsliufige Messung der Silberschwirzung auf dem Papier macht die 
Bestimmungen entweder ungenauer oder umstiindlicher, als in den Verfahren, die 
eine Photometrierung von Lisungen gestatten. Dieser schwere Nachteil haftet 
ibrigens naturgemaB auch allen anderen Nachweisreaktionen von Zuckern an, die 
vom Papier nicht eluierbare Farbflecken ergeben. Die mangelhafte Proportionalitit 
zwischen Zuckermenge und Silberschwarzung macht sich nach unseren Erfahrungen 
bemerkbar, sobald die Konzentrationen der Zucker in den Flecken sich mehr als 1:3 
unterscheiden. Vermutlich hangt das unter anderem auch mit der Bildung von 
Metall-Teilchen wechselnder GréBe zusammen. 

Die Anwendung von Tetrazoliumsalzen zum Nachweis und zur Be- 
stimmung reduzierender Zucker fuBt auf den bekannten Untersuchungen von 
R. Kuhn und Mitarbeitern iiber die Verwendung der Formazan-Bildung zur Indi- 
kation enzymatischer Reduktionen. Mattson und Jensen® haben schon 1950 
Triphenyltetrazoliumsalz zu einer Methode der Bestimmung reduzierender Zucker 
angewandt; Fairbridge, Willis und Booth‘ untersuchten Anfang 1951 eben- 

falls diese Reaktion zur Bestimmung von Zuckern, aber auch von anderen redu- 
zierenden Substanzen, in Lésung. Die Anwendung der Formazan-Bildung zum 
Nachweis und zur Bestimmung reduzierender Zucker auf Papierchromatogrammen 








1 E. F. McFarren, Kathleen Brand u. H. R. Rutkowski, Analytic.Chem. 
23, 1146 [1951]. 

2 K. Wallenfels, E. Bernt u. G. Limberg, Angew. Chem. 65, 581 [1953]. 

3 A.M. Mattson u. C.O. Jensen, Ind. Engng. Chem., analyt. Edit. 22, 
182 [1950]. 

4. A. Fairbridge, K. J. Willis u. R. G. Booth, Biochem. J. 49, 423 
[1951]. 
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jst 1950 von Wallenfels vorgeschlagen® und in jiingster Zeit von dem gleichen 
Autor gemeinsam mit Bernt und Limberg durch weitere methodische Angaben 
erlautert worden?, 

Die Bestimmung reduzierender Stoffe auf Papierchromatogrammen 
durch Bildung von Formazan aus Tetrazoliumsalz hat im Vergleich zu 
der Silbersalz-Reduktion den groBen Vorteil, daB die Farbflecken sich 
leicht vom Papier lésen lassen. Die gebildeten Farbstoffmengen kénnen 
also sehr genau bestimmt werden. Die Reaktion ist auBerdem sehr 
empfindlich, da die molare Extinktion der Formazane groB ist. (Z4g. von 
Triphenylformazan = 16,32-10%; Methanol-Eisessig; 20°). 

Der Anwendung dieser Reaktion zu genauen quantitativen Bestim- 
mungen papierchromatographisch getrennter Zucker stehen jedoch — 
wie wir fanden — ebenfalls betrachtliche Schwierigkeiten im Wege und 
gwar aus folgenden Griinden: 1. Die Reaktion verliuft keinesfalls stéchio- 
metrisch und bis zu einem scharf erkennbaren Ende. Da also nur Teil- 
umsiitze nach bestimmten Zeiten gemessen werden k6nnen, sind die 
Ergebnisse sehr stark von der Temperatur bei der Farbentwicklung 
abhiingig. 2. Die ,,Leerwerte“ des Papiers sind nur unter bestimmten 
Bedingungen relativ niedrig. 3. Proportionalitiét zwischen Zuckermenge 
und Farbstoff-Bildung besteht nur, wenn das Reagens in sehr groBem 
Uberschu8 vorhanden ist. 

Es war notwendig, diese Schwierigkeiten eingehend zu untersuchen, 
um sie beseitigen und genaue Bestimmungen erméglichen zu kénnen. 
Hierbei kamen uns die Erfahrungen zu Hilfe, die wir im Laufe der 
quantitativen Auswertungen der Papierchromatogramme von Eiweib- 
hydrolysaten® gewonnen hatten. 


1. Die Reagens-Lésung 


Zur vollig gleichmaéBigen Durchtrainkung der Chromatogramme 
mit dem Reagens haben wir die Papierstreifen nicht bespriiht, sondern 
durch eine atzalkalische Lésung der Triphenyltetrazoliumbase in Metha- 
nol durchgezogen. Ein Verwischen der Zuckerflecken tritt nicht ein; 
das Lésungsmittel laBt sich in einem Luftstrom von Raumtemperatur in 
wenigen Minuten aus dem Papier entfernen. Bei der folgenden Entwick- 
lung sind — gleichmaBige Erhitzung vorausgesetzt — die ,,Leerwerte“ 
auf dem ganzen Papierbogen gleich und die Zuckerwerte konstant repro- 
duzierbar. Das Aufspriihen waBrig-alkalischer Lésungen des Tetra- 
zoliumsalzes ist viel weniger zweckmaBig, da eine gleichmaBige Durch- 
feuchtung des Papiers schwieriger ist und ein Verlaufen der Zucker- 
flecken sich nicht vermeiden ]aBt. 

Wir fanden weiterhin, da& die Reagens-Lésung mindestens 2% 
Triphenyltetrazoliumchlorid enthalten mu8, um in weiteren Grenzen 
Proportionalitét zwischen Formazan-Bildung und Zuckermenge zu 
sichern (Abb. 1). 

5 K. Wallenfels, Naturwissenschaften 87, 491 [1950]. 

6 ¥. G. Fischer u. H. Dérfel, Biochem. Z. 324, 544 [1953]. 
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In den Versuchen, die der Abb. 1 zugrunde liegen, war die Glucose gleich. 
maBig auf 4 cm? Papierfliche verteilt und nicht chromatographiert worden. Man 
erkennt, daB bis zu 4 x 10-7 Mol Saccharid pro Fleck lineare Proportionalitat be. 
steht. Chromatographierte Zuckerflecken sind jedoch, einer GauB’schen Vertei. 
lungskurve entsprechend, in der Mitte viel dichter als am Rande. Dementsprechend 
wurde auf Chromatogrammen mit 2-proz. Tetrazoliumsalz-Lésung Proportionalitat 
der Formazan-Bildung nur bis etwa 3 x 10-7 Mol Saccharid pro Fleck erreicht. Bei 
Hexosen waren das 54 y auf etwa 4—8 cm? Fliche. Da die meisten Saccharide, von 







2% Tetrazollumsalz f ~ ) Abb. 1. Der EinfluB der Tetrazolium- 


| 65760". |__|  salz-Konzentration im Entwicklungs. 
Fi | | reagenz auf die gebildete Formazan- 
| ee ie aa Menge 





05% Tetrazoliumsalz | 1—4 x 10-7 Mol Glucose gleichmiBig 

i “ 70°60’ ~* verteilt auf 4 cm? Papier; Reagens: 
7 0,5°% bzw. 2,0% Triphenyltetrazolium- 

chlorid mit 0,5-n.NaOH in Methanol. 

Mittelwerte aus je 2 Einzelbestim. 
mungen. 





Zz a 3 4 
‘10°’ Mol Glucose ——— 


2-cm-Startlinie ausgehend, sich in diesen Mengen noch gut voneinander trennen 
lassen, ist es durchaus erwiinscht, bis zu solehen Saccharid-Konzentrationen Pro- 
portionalitét zu erhalten. Die Formazan-Werte, die 1 x 10-7 Mol reduzierendem 
Saccharid entsprechen, sind nur 3—4 mal gréBer als die ,, Leerwerte“; die Genauig- 
keit solcher Bestimmungen wird daher kleiner. 
Bei Anwendung von 4 x 10-7 Mol Saccharid auf 4 em? und 2-proz. 
teagens-Lésung sind auf derselben Papierfliche etwa 8 Moll. Tetrazolium- 
base pro Mol Zucker. Sinkt dieser Uberschu8 auf die Halfte, dann ist 
schon keine Proportionalitét der Umsitze mehr gesichert. Aus Abb. 1 
erkennt man, daB bei Anwendung von 0,5-proz. Tetrazoliumsalz-Lésun- 
gen die Linearitat der gebildeten Formazan-Mengen schon bei Glucose- 
Mengen iiber 1 x 10-7 Mol verloren geht, d. h. bei Werten, die nur das 
3—4-fache der Leerwerte betragen. 


2. Der Reaktionsverlauf 


Verfolgt man den zeitlichen Verlauf der Formazan-Bildung mit 
einer bestimmten Glucose-Menge und einem groBen UberschuB (16 Moll.) 
an Tetrazoliumsalz bei 75° (Abb. 2), so erkennt man, daB 2 Moll. For- 
mazan schnell gebildet werden (15 Min.), daB die Reaktion jedoch nicht 
etwa bei diesem stéchiometrischen Wert anhalt, sondern langsam weiter- 
geht. Nach 2 Stdn. sind durch die Produkte der alkalischen Spaltung der 
Glucose etwa 2,8 Moll. Formazan pro Mol. Glucose gebildet. Bei 60° 
sind nach gleicher Zeit nur etwa 1,3 Moll. Formazan entstanden. Da die 

-apier-Leerwerte nach Bildung von 2 Moll. Formazan durch den Zucker 
relativ sehr stark zunehmen (bei 75°: gestrichelte Kurve der Abb. 2), 
wirde man sehr ungenaue Ergebnisse erhalten, wenn man die Reaktions- 
folge noch weiter ablaufen lieBe (siehe den nichsten Abschnitt). Man 
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migt also zweckmaBig die Teilumsitze vor Bildung von 2 Moll. For- 
mazan. 

In diesem Reaktionsbereich bewirkt eine Erhéhung der Temperatur 
um 5° (zwischen 60° und 75°) ungefiahr eine Verdoppelung des Umsatzes. 
Unterschiede in der Temperatur verschiedener Stellen des Papierbogens 
yon 1° wihrend der Formazan-Bildung kénnen daher Fehler von 20 Proz. 
und mehr bedingen. 
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Abb. 2. Der zeitliche Verlauf der Formazanbildung bei verschiedenen Tempera- 
turen 
2x 10-7 Mol Glucose gleichmaBig verteilt auf 4 cm? Papier; 2,0% Triphenyltetra- 
zoliumchlorid mit 0,5-n.NaOH in Methanol. Mittelwerte aus je 4 Einzelbestimmun- 
gen (nach Abzug der Papier-Leerwerte). 


Daraus geht hervor, wie entscheidend wichtig es ist, bei der Ent- 
wicklung des Chromatogramms eine bestimmte, konstante und fiir den 
ganzen Papierbogen gleiche Temperatur herzustellen. Erst als wir mit der 
§. 176 naher angegebenen Heizkasten-Anordnung diese Voraussetzungen 
erfiillt hatten, waren die Bestimmungen reproduzierbar und die ver- 
schiedenen Flecken des gleichen Chromatogrammes untereinander ver- 
gleichbar. 

Wie schon von Wallenfels®, dann auch von Liideritz und West- 
phal? angegeben wurde, ist es fiir die Farbstoff-Entwicklung wesentlich, 
daB die Chromatogramme in wasserdampfgesattigter Atmosphire erhitzt 
werden. 


7 O. Liideritz u. O. Westphal, Z. Naturforsch. 7b, 548 [1952]. 
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Das Nachlassen der Reduktionswirkung der Saccharide nach Bildung von 
2—2,2 Moll. Formazan ist tibrigens nicht etwa auf eine alkalische Zerstérung der 
Tetrazoliumbase oder auf eine Abnahme der Alkalitaét auf dem Papier zuriickzu. 
fiihren: Wir fanden, daB die Menge Formazan, welche durch eine bestimmte Menge 
Glucose (1,5 x 10-7 Mol) z. B. in 30 Min. bei 70° gebildet wird, dieselbe bleibt, 
gleichgiiltig ob der mit Entwicklungsreagens vorbehandelte Papierbogen schon 
30 Min. bei 70° im Heizkasten vorerhitzt worden war oder nicht. 


3. Die giinstigste Reaktionstemperatur und -Dauer 


Wie erwahnt, ist ein schwerwiegender Nachteil der Tetrazolium. 
salz-Reaktion auf Papierchromatogrammen die relativ starke, nicht ganz 
zu vermeidende Bildung von Formazan auch auf zuckerfreien Papier. 
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Abb. 3. Die ,,relativen Leerwerte‘ bei 
verschiedenen Temperaturen und Reak- 
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stellen. Versténdlicherweise zeigen jene Bestimmungen die geringsten 
Streuungen, die die kleinsten ,,relativen Leerwerte‘‘ haben. 

Wir ermittelten diese ,,relativen Leerwerte“, d. h. das Verhiltnis 
der Formazan-Menge auf leerem Papier zu der auf einer gleichen Flache 
durch eine bestimmte, gleichbleibende Menge Glucose erzeugten Forma- 
zan-Menge, im Ablauf der Reaktion bei verschiedenen Temperaturen. 
Es ergaben sich folgende Feststellungen (Abb. 3): Zu Beginn der Ent- 
wicklung sind die Leerwerte relativ hoch; es sieht so aus, als ob zunichst 
eine geringe Formazan-Bildung durch im Papier vorhandene reduzierende 
Bestandteile eintreten wiirde. Da die Extinktionswerte des zucker- 
gebildeten Formazans noch niedrig sind, werden die Streuungen solcher 
Bestimmungen dementsprechend grof. 
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Am giinstigsten liegen die Verhaltnisse nach Bildung von 1,5—1,8 
Moll. Formazan, entspr. einer Entwicklungsdauer von 60 Min. bei 65° 
bzw. von 30 Min. bei 70°. Nachdem 2 Moll. Formazan entstanden sind 
(bei 70°: 45 Min., bei 75°: 15 Min.), nehmen die relativen Leerwerte derart 
zu, daB die Genauigkeit der Bestimmungen stark darunter leidet. 

Die Werte streuen verstandlicherweise besonders stark, wenn die 
Flecken nur geringe Zucker-Mengen (weniger als 1 x 10-* Moll.) ent- 
halten. 

In den meisten Fallen zu empfehlen ist aus den dargelegten Griinden 
eine Entwicklung von 60 Min. bei 65° oder eine soleche von 30 Min. 
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Bei 75° miiBte die Entwicklung zur Vermeidung allzu hoher Leerwerte nach 
spiitestens 15 Min. unterbrochen werden. Das Einhangen der Chromatogramme in 
den Heizkasten fiihrt jedoch unvermeidlich eine Abkiihlung des oberen Teils seiner 
wasserdampfgesittigten Atmosphire herbei, die erst nach etwa 5 Min. ausgeglichen 
ist. Eine gleichmaBige Erhitzung des ganzen Papierbogens ist daher bei dieser 
Temperatur nicht gesichert. 


Bei 65° hingegen wird das Chromatogramm sehr gleichmaBig entwickelt; die 
Me8werte sind gut reproduzierbar im ganzen Bereich der Bildung von 1 Mol. bis 
2 Moll. Formazan (30 Min. bis 90 Min.), wie die Geraden der Abb. 4 zeigen. 


Die absoluten Leerwerte (ihre Extinktionen werden von den Schnittpunkten 
der Geraden mit der Ordinate angezeigt) steigen in dieser Zeitspanne nicht ganz 
auf das Doppelte, die relativen Leerwerte andern sich nicht wesentlich. Abb. 4 
bestatigt im tibrigen die lineare Beziehung zwischen Saccharid-Menge und Forma- 
zan-Menge bis zu 4 x 10-7 Mol Glucose, wenn 2-proz. Tetrazoliumsalz-Lésungen 
angewendet werden. 
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4. Die Formazan-Bildung durch verschiedene Saccharide 


Die bisher dargelegten Eigenschaften der Reaktion reduzierender 
Saccharide mit Tetrazoliumsalz sind durchweg am Beispiel der Glucose 
ermittelt worden. Andere Monosaccharide und reduzierende Di- und 
Trisaccharide verhalten sich — soweit wir sie priiften — grundsatzlich 
gleichartig. Die Geschwindigkeit der Formazan-Bildung durch die ver- 


2000 











Fructose 
E4g7°109 


1500 





1000 





Mannose Galaktose 
Galakturonsaure 


500 }- ———|___ _— 




















1 2 
10°? Mol —— 
Abb. 5. Formazan-Bildung durch verschiedene Monosaccharide nach 15 Min. 
bei 75° 


1 bzw. 2x 10-7 Mol Saccharid (10 mm*) gleichmaBig verteilt auf 4 cm? Papier; 
2,0% Triphenyltetrazoliumchlorid mit 0,5-n.NaOH in Methanol. Mittelwerte aus je 
2 Einzelbestimmungen. 


schiedenen Saccharide ist jedoch sehr verschieden, so daB die nach be- 
stimmter Zeit durch aquimolare Saccharid-Mengen gebildeten Formazan- 
Mengen durchaus nicht gleich sind. In alkalisch-waBriger Lésung bei 25° 
ist z. B. die Reduktionsleistung der Fructose etwa siebenmal starker als 
jene der Glucose’. Selbstverstindlich verringern sich diese Unterschiede, 
wenn die Farbstoff-Entwicklung auf dem Chromatogramm erst gegen 
Ende der Reaktionsfolge, nach Bildung von 2 Moll. Formazan pro Mol. 
Saccharid, abgebrochen wird. Fiihrt man jedoch aus den oben dargelegten 
Griinden die Entwicklung (unter den von uns angewandten Bedingungen) 
nur bis zur Bildung von 2 Moll. Formazan, dann ergeben sich die in 
Abb. 5 veranschaulichten Verhiltnisse. 

Glucose und Galakturonsiure reduzieren mit gleicher Geschwindig- 
keit; kaum langsamer und unter sich gleich schnell reagieren Mannose 
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und Galaktose. Am schnellsten von allen Monosacchariden vermag Fruc- 
tose unter der Einwirkung des Alkalis die Tetrazoliumbase zu reduzieren. 

Wiirde man also die durch verschiedene Monosaccharide gebildeten 
Formazan-Mengen auf die Werte eines Saccharids beziehen, etwa der 
Glucose, so ergiiben sich Fehler bis zu 50%. 

Es sei betont, daB unter anderen Versuchsbedingungen, z. B. nach Bespriihen 
des Papiers mit waBrig-alkalischen Losungen der Tetrazoliumbase, relative Re- 
duktionsgeschwindigkeiten gefunden werden, die erheblich von den in Abb. 5 


wiedergegebenen abweichen. In der von uns angegebenen Arbeitsweise sind jedoch 
die Verhaltnisse der gebildeten Tetrazan-Mengen sehr gut reproduzierbar. 


5. Treten bei der chromatographischen Trennung 
der Saccharide Verluste auf? 


Unsere friihere quantitative Untersuchung® der eindimensionalen 
papierchromatographischen Trennung von Aminoséuren-Gemischen hat 
gezeigt, daB die getrennten Komponenten nicht in den gleichen Mengen 
gefunden werden, wie sie in der urspriinglichen Mischung vorhanden 
sind. Durch die Chromatographie treten ,,Verluste“‘ auf, vor allem bei 
der Vertreibung der Verteilungsfliissigkeiten, und weitere Verschiebungen 
der Mengenverhaltnisse, welche auf die Beeinflussung der Abtrennung 
jeder einzelnen Aminosaéure durch die anderen Komponenten des Ge- 
misches zuriickzufiihren sind. Da es sonst nicht méglich wire, die Mengen 
der chromatographierten Aminosauren in eine einfache Beziehung zu 
bringen mit den im Gemisch tatsaichlich vorhandenen, ist es notwendig, 
Vergleichsgemische bekannter Zusammensetzung mitwandern zu lassen. 
Diese liefern umso genauere Bezugswerte, je naher sie in ihrer Zusammen- 
setzung dem zu analysierenden Gemisch angeglichen worden sind. 

Wir priiften, ob bei den Sacchariden ahnliche Verhiltnisse festzu- 
stellen sind, und geben in Tab. 1 ein Versuchsbeispiel. 


Tab. 1. ,,Verluste“ bei der Chromatographie einiger Saccharide. 








Saccharide einzeln Aus dem _ | Differenz der Extinktionen 
aufgetragen Gemisch in% 
a b c 
nmin gewandert | gewandert 
E4g9°10° Ey g9°10* Eyg9°1 08 a—b a—c 
Galaktose 1142 1114 1093 2,5 4,3 
Mannose 1215 1167 1176 | 4,0 3,2 
Xylose 1790 1767 1767 | 13 ja 














Die drei Saccharide wurden in Mengen von je 210-7 Mol sowohl einzeln wie im 
Gemisch chromatographiert. Nach erfolgter Wanderung und Entfernung der Lé- 
suugsmittel wurden die gleichen Mengen der drei Saccharide auf das Papier gebracht, 
und zwar moglichst in die Nahe der Flecken der gewanderten, jeweiligen Zucker 
und auf méglichst gleiche Flichen. Nach Entwicklung der Chromatogramme 
(25 Min. bei 70°) ergaben sich die angefiihrten Unterschiede (Mittelwerte aus 2 Be- 
stimmungen). 
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Die ,,Verluste“‘ von Sacchariden bei der Chromatographie sind also 
sehr gering; bei Ausfiihrung weniger Einzelbestimmungen liegen sie 
innerhalb der Streuungen. Aus den Durchschnittswerten gréBerer Me8. 
reihen laBt sich jedoch schlieBen, das einige (2—4) Prozente der Saccha. 
ride ,,verschwinden“, d. h. wohl auf der Bahn verbleiben. Reelle Unter. 
schiede in der GréBe der ,,Verluste“ nach Einzelwanderung der Kom. 
ponenten und nach Wanderung aus einem Gemisch waren nicht festzu. 
stellen, auch nicht als kleine Mengen eines Saccharids von groBen Mengen 
anderer Saccharide getrennt wurden. So lieB sich z. B. Mannose aus 
einem Gemisch mit der 20-fachen Menge Galaktose und Glucose chro- 
matographisch abtrennen mit einem ,,Verlust‘‘ von nur 2,7%. 

Die chromatographische Trennung der Saccharide unterscheidet sich also von 
jener der Aminosauren vorteilhaft durch die Geringfiigigkeit der ,,Verluste’ an 
Einzelkomponenten und durch die Unabhangigkeit dieser ,,Verluste‘‘ von der Zu- 
sammensetzung des Gemisches. 

Sehr niitzlich ist weiterhin die Tatsache, da8 — im Vergleich mit den Amino- 
siuren — die meisten Saccharide in viel gréBeren Mengen (bis zu 150 y Einzel- 
komponente auf 2cm Startlinie) papierchromatographisch noch gut getrennt 
werden. 


6. Die Ausfiihrung der Analysen 


Die Versuchsbedingungen, unter welchen die Saccharid-Bestimmun- 
gen durch Formazan-Bildung ausgefiihrt werden miissen, sind — wie aus 
dem Gesagten hervorgeht — eng begrenzt; ihre Einhaltung garantiert 
jedoch genaue Ergebnisse. Monosaccharide, die in Mengen von 20—80 y 
auf 4cm* Papier aufgetragen und nicht chromatographiert werden, 
lassen sich mit Streuungen der MeBwerte von nur 0,2—1,5% bestimmen. 
Nach der Wanderung und Trennung der Saccharide betragen die maxi- 
malen Streuungen der Messungen 4—8%, die mittleren 2—4%. Leider 
ist es nicht moglich, fiir die einzelnen Saccharide ,,Eichkurven“ aufzu- 
stellen, die ein fiir alle Male giiltig waren. Die starke Abhingigkeit der 
zuckererzeugten Formazan-Menge und auch des Papier-Leerwertes von 
Entwicklungstemperatur und -Dauer verbietet das Beziehen der Meb- 
werte verschiedener Chromatogramme aufeinander. Man muB8 daher die 
Formazan-Werte der einzelnen Komponenten der analysierten Mischung 
beziehen auf die Werte einer Vergleichsmischung, die auf dem gleichen 
Papierbogen mitgewandert ist. ZweckmaBig werden beide Mischungen 
in gestaffelten Mengen auf den gleichen Papierstreifen nebeneinander 
aufgetragen. Die Papier-Leerwerte lassen sich dann (nach sorgfaltigem 
Ausschneiden der Formazan-Flecken) ohne Wigung der Papierstiicke 
hinreichend genau graphisch ermitteln (siehe S. 177). 

Wir brachten meistens auf 2 cm Startlinie 5—20 mm? Lésung auf, von einer 
Konzentration, die 10—50 y jeder einzelnen Saccharid-Komponente entsprach. 
Es lassen sich derart z. B. auf zwei Papierstreifen von 25 cm Breite (halbe Whatman- 
Bogen) 12 Einzelbestimmungen gleichzeitig ausfiihren. Diese Zahl gestattet schon 
eine genauere Mittelwertbildung, mit einem maximalen Fehler von 3%. Da gréBere 


»»Verluste“ an Sacchariden bei der Wanderung auf dem Papier nicht auftreten und 
vor allem keine Abhangigkeit der wiedergefundenen Mengen der Einzelkomponenten 
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yon den iibrigen Bestandteilen der Mischung nachzuweisen ist (im Gegensatz zu 
den bei der Chromatographie von Aminosiuren-Mischungen gefundenen Verhilt- 
nissen), braucht die quantitative Zusammensetzung der Vergleichsmischung nicht 
jener der (durch eine Voranalyse annahernd ermittelten) Analysenmischung nahe 


gebracht zu werden. GréBere Streuungen der Werte treten nur auf, wenn die Kon- 


zentrationen eines Saccharids in der Analysenlésung und in der Vergleichslésung 
sich um mehr als 100% unterscheiden. 

Der fiir eine Analyse erforderliche Zeitaufwand laBt sich auf etwa 3 Arbeitstage 
angeben. In 1% Tagen kénnen z. B. 3 Gemische einer Voranalyse unterworfen 
werden (zur Identifizierung der Komponenten und Schatzung ihrer Mengenver- 
haltnisse), vorausgesetzt, daB die Trennung aller Bestandteile mit einer Chromato- 
graphie gelingt (12 Einzelbestimmungen auf einem Bogen, pro Gemisch also 4 Ein- 
zelbestimmungen; s. 8.175). Enthalt ein solches Gemisch nur 4—6 in einem 
Arbeitsgang trennbare Komponenten, die sich in den Konzentrationen nicht mehr 
als 1:5 unterscheiden, dann kann in weiteren 114 Tagen die genaue Bestimmung 
der Saccharide ausgefiihrt werden (12 Einzelbestimmungen, d.h. je 6 Trennungen 
des Analysengemisches und des Vergleichsgemisches). Wenn zahlreiche Analysen 
in Routinearbeit ausgefiihrt werden, liBt sich der Zeitaufwand erheblich kiirzen. 


Als Beleg fiir die Leistungsfihigkeit der Methode geben wir in 
Tab. 2 die Ergebnisse von zwei Analysen wieder. Analyse I wurde von 
H. Dérfel ausgefiihrt, Analyse II von einem weiteren Mitarbeiter, der 
chromatographische Methoden sich gerade anzueignen begann. In beiden 
Fillen wurde zur Vermeidung von Vorurteilen den Analytikern die Zu- 
sammensetzung der Mischungen erst nach Abschlu8 ihrer Arbeit und 
Mitteilung der Ergebnisse bekanntgegeben. 


Tab. 2. Ergebnisse der Analysen von 2 Gemischen von Monosacchariden. 






































Eingewogen Gefunden Fehler 
Zucker 
mg % mg % abs. % 

I Galakturons. 18,3 4,61 18,6 4,71 + 0,3 + 1,6 
Galaktose . 76,2 19,19 74,8 18,94 — 1,4 — 1,8 
Glucose . . 146,2 36,80 145,4 36,83 — 0,8 — 0,5 
Mannose . . 79,3 19,97 Tie 19,57 — 2,0 — 2,5 
Xylose. . . 77,2 19,43 78,8 19,95 + 1,6 + 2,1 

Summe 397,2 100,00 394,9 100,00 — 2,3 — 0,6 

II Galaktose . 49,9 25,15 50,4 25,18 + 0,5 + 1,0 
Glucose . . 65,6 33,07 67,5 33,73 + 1,9 + 2,9 
Mannose . . 62,7 31,60 62,5 31,24 — 0,2 — 0,3 
Xylose... 20,2 10,18 19,7 9,85 — 0,5 —2,5 
Summe | 198,4 | 100,00 | 2001 | 100,00 | +17 | —09 


Es wurden 12 Einzelbestimmungen ausgefiihrt. 

Die maximalen Streuungen betrugen bei den einzelnen Sacchariden 4 bis 9%, 
die mittleren Streuungen 2 bis 4%. 

Fir viele Zwecke wird auch eine gréBere Fehlergrenze geniigen und 
die ,,halbquantitative’’ Analyse eines Saccharid-Gemisches durchaus 
zureichend sein. Durch den erheblich verminderten Zeitaufwand ge- 
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winnt man die Méglichkeit zur Ausfiihrung von Serien-Bestimmungen 
durch einen einzelnen Analytiker (6—8 Bestimmungen in 2 Arbcits. 
tagen). Diese Analysen werden dann wie die ,, Voranalysen“ ausgefiihrt, 
d. h. mit nur je zwei gestaffelten Mengen (z. B. 5 und 10 mm’) der Ana. 
lysenlésung (z. B. 2-proz. in Bezug auf die Summe der Komponenten) 
und der Vergleichslésung. 

Die Fehler entsprechen etwa den maximalen Streuungen der Einzel. 
bestimmungen, liegen also bei maximal 8% ; gréBer kénnen sie allerdings 
sein fiir solehe Komponenten, welche zu weniger als 5% im Analysen. 
gemisch enthalten sind. 

Wir hoffen, daB die Ausarbeitung des Formazan-Verfahrens zu einer 
zuverlassigen quantitativen Methode der Bestimmung reduzierender 
Saccharide fiir die Bearbeitung vieler Fragen der Zucker-Chemie von 
Nutzen sein wird. 


Methodische Angaben. 
1. Die Analysen-Lésung 


Aus sauren Polysaccharid-Hydrolysaten ist die Saure entweder durch Fallung 
(Schwefelsaure, Oxalsiure) vollstandig zu entfernen oder durch Verdampfen im 
Vak. (Salzsaure) gréBtenteils zu beseitigen. Die besten Bedingungen zur Hydrolyse 
von Polysacchariden und zur Vorbereitung der Hydrolysate zur Chromatographie 
werden in einer spaterer Arbeit angegeben. Ein geringer Salzsiure-Gehalt der Ana- 
lysenlésung, bis etwa 0,2-n., stért zwar die Trennungen nicht; wir sahen jedoch, 
daB schon wenige mm* einer 0,1—0,5-n.Salzsiure, mit warmer Luft am Startfleck 
eingedampft, die Cellulose des Papiers so angreift, da bei der Entwicklung ein 
Formazan-Fleck dort entsteht und auch Cellobiose- und Glucose-Flecken sichtbar 
werden. Es ist daher besser, die Lésungen bis zum Verschwinden der mineral- 
sauren Reaktion zu neutralisieren. Die Trennungen von 0,5—3,0-proz. Saccharid- 
Lésungen werden durch Natriumchlorid bis zu einer Konzertration von 0,2-m. 
nicht zestért. 

Die Saccharid-Lésungen sind méglichst bald nach ihrer Herstellung zu chro- 
matographieren. Wir beobachteten in mehreren Beispielen nach einigen Wochen 
eine Veranderung der Komponenten, trotzdem die Liésungen nach Zusatz eines 
Konservierungsmittels im Eisschrank aufbewahrt worden waren. Es empfiehlt sich, 
vor der Chromatographie die Gesamtkonzentration an reduzierenden Zuckern in 
der Analysen-Lésung cuprometrisch, etwa nach Lehmann-Maquenne-Schoor]$, 
zu bestimmen und auch eine Titration der Aldosen nach Willstatter und Schudel 
auszufiihren. Fiir die bequeme und genaue Auftragung der richtigen Zuckermengen 
auf das Papier mit einer Mikropipette (5 bis 20 mm*) ist es zweckmaBig, die Konzen- 
tration der Analysen-Lésung so zu wahlen, daf jede einzelne Komponente zu 0,2 
bis 0,5°% darin enthalten ist, die Lésung insgesamt also 1—2% enthalt. Wenn 
sehr starke Unterschiede im Mengenverhiltnis einzelner Saccharide vorliegen, ist es 
besser, zwei verschiedene Verdiinnungen der Lésung herzustellen und zu chromato- 
graphieren: Eine, die in Bezug auf jede der schwach vertretenen Komponenten 
etwa 0,2—0,5-proz. ist, und eine zweite, welche die stark vertretenen Komponenten 
in dieser Konzentration enthalt. 

Falls das zu analysierende Zuckergemisch ginzlich unbekannt ist, wird zur 
Identifizierung seiner einzelnen Komponenten zweckmaBig eine qualitative Chro- 
matographie vorausgeschickt, auch um die Eignung der Verteilungsfliissigkeit zur 
Trennung der Bestandteile zu priifen. Das weiter unten angegebene Verteilungs- 
gemisch trennt z. B. Mannose und Fructose nicht. Zur Bestimmung von Mannose 
ist es daher notwendig, durch eine Ketose-Reaktion vorher auf Fructose zu priifen. 


8 G. Klein, Handbuch der Pflanzenanalyse, Springer 1932, Band 2, S. 786. 
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2. Die Vergleichslésung 


Die Vergleichslisung fiir die Analyse wird aus den Komponenten gemischt, 
welche die qualitative Trennung angezeigt hat, und zwar etwa in den dort geschatz- 
ten Mengenverhiltnissen; sie ist ebenfalls insgesamt 1—2-proz. zu machen. Zur 
Voranalyse tragt man auf vier nebeneinander liegende Startlinien von je 2 cm 
Lange (mit je 2 cm Abstand) abwechselnd 5 und 10 mm* der 2-proz. Analysen- und 
Vergleichslésung auf; bei 1-proz. Lésungen sind die doppelten Fliissigkeitsmengen 
aufzutragen. Chromatographie, Farbentwicklung und Auswertung geschehen in der 
in den folgenden Abschnitten angegebenen Weise. 

Es gelingt meistens, die Zusammensetzung und die Gesamtkonzentration der 
Vergleichslésung jener der Analysenlésung schon in der Voranalyse zureichend an- 
zupassen. Wenn die Voranalyse bei einzelnen Komponenten ein Abweichen der 
gefundenen Werte von den Vergleichswerten um 100% oder mehr ergibt, dann ist 
zur Erzielung genauer Werte bei der Wiederholung der Bestimmung eine besser 
angeglichene Vergleichslésung anzuwenden. 

Auf die Reinheit der Vergleichs-Saccharide ist besonders zu achten: Sie miissen 
sich papierchromatographisch einheitlich vethalten, frei von Asche sein und bei 60° 
(iiber P,O; im Hochvak.) gewichtskonstant bleiben (Rhamnose verindert sich unter 
Gewichtsverlust schon bei dieser Temperatur). Glucose liegt in den Handelspripa- 
raten meistens als Monohydrat vor. 


3. Die Chromatographie 


Die Analysen- und die Vergleichslésung werden auf abwechselnden Platzen 
auf der Startlinie der Papierbogen (Whatman Nr. 1, ganze oder halbe Bogen) auf- 
getragen, und zwar so, daB je zwei benachbarte Startplatze gleiche Mengen beider 
Lésungen enthalten. ZweckmaBig sind Frontbreiten von je 2 cm (gebildet aus ein- 
zelnen, mit Warmluft immer wieder getrockneten Tupfen aus der Mikro-Pipette). 
Zwischen den einzelnen Bahnen sowie an den Randern des Papierbogens bleiben 
2cm frei. Wir haben meistens auf 2 Streifen von je 25 cm Breite 12 einzelne Trenn- 
bahnen sich ausbilden lassen. ZweckmaBig tragt man drei, mindestens aber zwei 
verschiedene Mengen der Liésungen auf, die sich wie 1:2 verhalten (z. B. 5 und 
10 mm’), Sie sind so zu wahlen, daB jeder auszuwertende Zuckerfleck nicht weniger 
als 10 y und nicht mehr als 50 y Monosaccharid bzw. etwa doppelte Mengen Di- 
saccharid enthalt. Bei kleineren Mengen der Einzelkomponenten verursachen die 
Papier-Leerwerte schon Ungenauigkeiten, bei gréBeren lauft man Gefahr, daB die 
sich bildende Formazan-Menge nicht mehr der Saccharid-Menge proportional ist. 

Als Losungsmittel fiir die Chromatographie fanden wir das von Jermyn und 
Isherwood angegebene®, von Mc Farren und Mitarbb.' modifizierte Gemisch aus 
Essigester, Pyridin und Wasser gut geeignet. Die Trennung der meisten Mono- und 
Disaccharide gelingt damit scharf; das Lisungsmittel 14Bt sich leicht vom Papier 
abdampfen; zuriickbleibende Spuren beeintrachtigen die Formazanbildung nicht 
(im Gegensatz zu Phenol). 

Zur Herstellung der Verteilungsfliissigkeit wird 1 TI]. reines Pyridin mit 2,5 Tln. 
Essigester und 3,5 TIn. Wasser (v:v) geschiittelt; die organische Phase wird ver- 
wendet. Nach dieser Herstellungsweise geht fast die Halfte des Pyridins in der 
wiBrigen Phase verloren; wir fanden es daher sparsamer, das Verteilungsgemisch 
aus 40 Vol. Essigester, 11 Vol. Pyridin (98%) und 6 Vol. Wasser zu bereiten (bei 
20°). Diese Mischung bleibt homogen und entspricht der oben angegebenen organi- 
schen Phase (Versuche von J. Nebel). Die Chromatographie-Kasten stehen in 
einem Raum mit konstanter Temperatur (20°). Ihr Boden ist mit 500 ccm Vertei- 
lungsfliissigkeit bedeckt. Die inneren Seitenwande sind mit Filtrierpapier beklebt, 
das die Verteilungsflissigkeit hochsaugt und dadurch schneller verdampfen 1aBt. 
Die vorbereiteten Papierbogen werden zur Sattigung mit den Dampfen des Fliissig- 
keitsgemisches in die Kasten gehangt 2 Stdn. bevor der Trog durch eine verschlieB- 
bare Bohrung in der Deckplatte mit der Verteilungsfliissigkeit beschickt und so die 


9M. A. Jermyn u. F. A. Isherwood, Biochem. J. 44, 402 [1949]. 
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Chromatographie eingeleitet wird (s. auch 1. c.*). Im 20 Stdn. dauernden, abstei. 
genden ,,Durchlaufchromatogramm‘ findet eine gute Trennung statt von z. B, 
Galakturonsiure, Laktose, Maltose, Galaktose, Glucose, Mannose, Xylose, Ribose 
und Rhamnose (geordnet nach steigenden Rr-Werten). In Abwesenheit von Uron. 
siiuren wird Glucosamin von den iibrigen angefiihrten Monosen getrennt. Mannose 
und Fructose lassen sich derart nicht unterscheiden. Die Trennung von Mannose 
und Arabinose ist fiir eine Identifizierung, jedoch nicht fiir eine quantitative Be. 
stimmung zureichend. 

Rhamnose wird in 20 Stdn. etwa 30 cm weit transportiert und lauft dabei zu 
groBen Flecken auseinander, deren Auswertung wegen der betrachtlichen Papier. 
Leerwerte ungenau wird. Exaktere Bestimmungen der Rhamnose werden daher 
besser auf einem gesonderten Chromatogramm mit 10—12 Stdn. Laufzeit ausge. 
fiihrt, wobei auch Ribose oder Xylose mit Vorteil ausgewertet werden kénnen. 

Eine scharfere Trennung auch von Mannose und Arabinose 1aBt sich erreiclen 
mit etwa gleichen Laufstrecken aber doppelten Laufzeiten, wenn die Verteilungs. 
fliissigkeit mit nur 0,8 Vol.-Tln. Pyridin (auf 2,5 Essigester und 3,5 Wasser) herge- 
stellt wird (verwendet wird die leichte Phase; nach Versuchen von G. Dietrich). 

Nach der Chromatographie wird die Entfernung der Verteilungsfliissigkeit aus 
den Papierbogen durch einen Luftstrom von Raumtemperatur in 30 Min. erreicht 
(Ventilator-Trockenschrank). Die Papierbogen werden dann quer zur Laufrichtung 
so abgeschnitten, daB sie etwa 40 cm lang bleiben und die Flecken der am wenig- 
sten gewanderten Zucker etwa 3 cm von einem Rand, die iibrigen auf der Halfte bis 
zwei Drittel der Bogenlange sich befinden. Vor der Farbentwicklung werden die 
Bogen am Rande der zuckerfreien Seite gefalzt, so daB ein Streifen von etwa 3 cm 
Breite zum Auflegen auf die Deckplatte des thermokonstanten Kastens entsteht. 
Man erreicht so, daB die Bogen bis etwa 37 cm Tiefe in dem Kasten hangen und die 
Reaktionsstellen-in seiner unteren Halfte sind. 


4. Die Tetrazoliumsalz-Liésung 


Die Reagenslésung wird unmittelbar vor dem Tranken der Papierbogen 
zubereitet, durch Mischen gleicher Vol.-Tle. 1-n.methanol. Natronlauge und 4-proz. 
Triphenyltetrazoliumchlorid-Lésung in Methanol. 40 com Reagenslésung geniigen 
zum ‘ranken von zwei halben Whatmanpap’‘er-Bogen. Das Methanol darf Aceton 
auch nicht in Spuren enthalten, da sonst die Papier-Leerwerte gréBer werden. 

Die getrockneten Papierbogen werden entgegen der Laufrichtung durch d’e 
Reagenslésung gezogen, die sich in einem flachen Trog befindet (zwei Glasstreifen 
30 x 5 cm werden im stumpfen Winkel zusammengekittet und mit seitlichen Glas- 
platten zum Trog geschlossen). Die anschlieBende Entfernung des Methanols durch 
einen Luftstrom von Raumtemperatur (Ventilator-Trockenschrank) findet in 
8—10 Min. statt, ohne da8 Formazan-Bildung eintritt. Nun werden die Papier- 
bogen in die wasserdampfgesittigte Atmosphire des thermokonstanten FEnt- 
wicklungsgefaBes eingehingt. Vom Mischen der Reagensliésung bis zum Einhangen 
der Chromatogramme in den Entwicklungskasten ist jede starkere Belichtung zu 
a ichvsdene, diffuses Tageslicht schadet bei schnellem Arbeiten jedoch 
nicht. 

5. Die Entwicklung des Chromatogramms 

Als HeizgefaB zur Entwicklung der Formazan-Farbe verwenden wir einen 
doppelwandigen Kasten aus Kupferblech, dessen Innentemperatur mit Hilfe eines 
H6ppler-Ultrathermostaten eingestellt und konstant gehalten wird. 

Der innere Kasten hat 12 cm Breite, 32 cm Linge und 40 em Hohe, der damit 
wasserdicht verlétete 4uBere Kasten miBt 14 x 34 x 41 cm. Das warme Wasser wird 
von der Pumpe des Thermostaten durch einen am FuBe der einen Schmalseite des 
Kastens befindlichen Stutzen eingedriickt, strémt durch den Raum zwischen den 
beiden Kasten und flie8t durch einen Stutzen am oberen Rand der entgegengesetz- 
ten Schmalseite in den Thermostaten zuriick. Am Boden des inneren Kastens steht 
0,5 cm hoch Wasser. Das ganze GefaB ist zur Isolierung gegen Warmeverluste mit 
Plexiglas-Platten umkleidet und auBerdem in einer Isoliermasse (,,I[porka‘‘) einge- 
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bettet, die von einem geraumigeren Kasten aus Sperrholzplatten zusammengehalten 





yird. Der Kupferblech-Kasten ist bedeckt durch eine aufgeschraubte Plexiglas- 
Platte von 10 mm Dicke, die zwei parallele Schlitze von 30 cm Lange und 0,5 cm 
Breite zum Einhangen der Papierbogen hat. Diese Deckplatte wird schon vor dem 
Versuch mit wasserdampfdichten, dicken Schaumgummi-Streifen bedeckt; diese 
klemmen wahrend des Versuches die umgefalzten Rander der eingehangten Papier- 
bogen. 
" Vor Beginn der Entwicklung ist Temperaturkonstanz im Kasten-Inneren 
abzuwarten. Die Schlitze im Kasten-Deckel sind etwa 15 Min. vor dem Einhaingen 
der Bogen mit Filtrierpapier trocken zu wischen, um Wasserflecken auf den Chro- 
matogrammen zu vermeiden; denn diese wiirden die Formazan-Bildung sehr stéren. 
Wir haben meistens 60 Min. bei 65° oder 30 Min. bei 70° entwickelt. 


6. Die Auswertung der Formazan-Flecken 


Gleich nach dem Herausziehen der Chromatogramme aus dem Heiz-Kasten 
werden die Formazan-Flecken mit Bleistift bezeichnet und einzeln ausgeschnitten, 
so daB die Papierstiicke fiir ein und denselben Zucker méglichst flichengleich wer- 
den. Wenn das bei Kunstlicht geschieht, ist das Auswaschen der iiberschiiss. Tetra- 
zolium-Base oder ihre Neutralisation iiberfliissig. Die ausgeschnittenen Papier- 
stiicke werden in Reagenzgliser gebracht, in denen sich genau je 5 com Lésungs- 
mittel befinden, gemischt aus 10 Vol.-Tln. Methanol (puriss.) und 1 Vol.-'Tl. Eisessig 
(puriss.). Die Elution des Formazans ist nach 10 Min. bei 2—3-maligem Umschiit- 
teln vollstandig. 

Die Extinktion der Lésungen wird mit dem Beckman-Spektrophotometer 
DU in 1-cm-Kiivetten bei 482 mu-Wellenlange gemessen, mit dem Eluiergemisch 
als Kompensationslésung. Bei dieser Wellenlange kann sehr gut auch mit der 
Wasserstoff-Lampe gearbeitet werden, falls die Lichtintensitét der Wolframlampe 
infolge Schwankungen der Netzspannung zu wenig konstant ist. 

Die Extinktionsmessungen brauchen nicht unmittelbar nach der Elution statt- 
zufinden, denn das Formazan ist in Methanol-Eisessig bei Vermeidung starker Be- 
lichtung haltbar. Nach 14 Tagen (Raumtemperatur, Kunstlicht) hatte eine solche 
lésung ihre Absorption nicht gedindert. Die molare Extinktion von Triphenyl- 
formazan im Methanol-Eisessig-Elutionsgemisch bestimmten wir zu 16,32 x 10° 
(482 mu; 20°; Mittel aus 10 Messungen). 


7. Die Berechnung der Zucker-Konzentrationen 
aus den gemessenen Extinktionen 


Die Papier-Leerwerte sind bei der Auswertung der Chromatogramme genau 
zu beriicksichtigen, da sie — selbst unter den giinstigsten Entwicklungsbedingungen 
— relativ hoch sind. Ihre Bestimmung erfolgt graphisch (s. auch 1. c.*): Man tragt 
die gemessenen Extinktionen der Eluate der Formazan-Flecken einer jeden Zucker- 
Komponente von Analysen- und Vergleichslésung als Funktion der Anzahl mm* 
chromatographierte Lésung auf Millimeterpapier auf und zieht durch die Mittel- 
werte gleicher Lisungsmengen je eine Gerade. Die Schnittpunkte der beiden Ge- 
raden mit der Ordinate geben die Leerwerte fiir Analysen- bzw. Vergleichslésung 
des betreffenden Zuckers an. Wurden die Farbflecken desselben Zuckers genau 
flichengleich ausgeschnitten, so miiBten beide Schnittpunkte zusammenfallen; 
praktisch wird man geringe Abweichungen erhalten. Der Mittelwert der Schnitt- 
punktordinate (,,Leerwert‘*) wird von den fiir jedes Saccharid gemessenen Extink- 
tionen abgezogen. Es zeigte sich, da8 diese graphisch ermittelten Leerwerte iiber- 
einstimmen mit solchen, die in nichster Nahe der Zuckerflecken von flachengleichen 
Papierstiicken experimentell ermittelt wurden. Die zur Formazanbildung auf 
zuckerfreiem Papier fiihrenden Reaktionen spielen sich also in gleichem Umfang 
auch in den Zuckerflecken ab. 

Nun werden fiir je zwei benachbarte Trennungsbahnen die Quotienten aus 
den korrigierten Extinktionen der Analysenlésung und der Vergleichslésung der- 
selben Zucker-Komponente gebildet. Der Mittelwert dieser Quotienten, multipliziert 
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mit der Konzentration des betreffenden Zuckers in der Vergleichslisung ergiht die 
gesuchte Konzentration in der Analysenlésung. 

Durch diese Art der Auswertung werden Stérungen durch etwaige Unregel. 
maBigkeiten der chromatographischen Trennung oder der Farbentwicklung még. 
lichst ausgeschaltet. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir Unterstiitzung 
mit Geraten. 


Zusammenfassung 


Die Reaktion zwischen reduzierenden Sacchariden und Triphenyl. 
tetrazoliumbase auf dem Papierchromatogramm wird niaher unter. 
sucht. 

Es wird eine Arbeitsweise angegeben zur quantitativen Bestim. 
mung der Saccharide (mit einem maximalen Fehler von 3%), durch 
Photometrierung des gebildeten Formazans in Losung. 
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Die Hemmung der Hitzekoagulation von Eigelb 
durch Bienengift — ein Phospholipase-Effekt 
Von 
Ernst Habermann und Wilhelm Neumann 
Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Wiirzburg 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. April 1954) a 


Eigelb koaguliert beim Erhitzen nicht, wenn man es zuvor in be- 
stimmter Weise mit Cobragift behandelt!?. Nach Fleckenstein und 
Mitarbeitern®-*:> zeigt neben zahlreichen Schlangengiften auch Bienengift 
diese Wirkung, die durch Fluorid, Citrat, Oxalat, Tartrat, Phloridzin und 
Jinkionen abgeschwicht wird. Fleckenstein und Jaeger® deuten die 
Zinkwirkung als kompetitive Hemmung. 

Im Bienengift fanden wir® die dotterkoagulationshemmende Wir- 
kung in der elektrophoretischen Fraktion II, welche Lecithin partiell 
abzubauen und auBerdem Thrombokinase und Dehydrasensysteme zu 
inaktivieren vermag. Ausgehend von der Arbeitshypothese?*®, daB alle 





Abb. 1. Minderung der Eigelbwirkung von 
Bienengift durch Ultraviolettbestrahlung 
(s. Text). 

Ordinate: tx in min. Abscisse: 

y Bienengift/em* der 40-proz. Eigelbemulsion. 














1 C. Delezenneu. S. Ledebt, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 153, 81 [1911]; 
zit. n. Chem. Zbl. 82 Il, 624 [1911]. 
a : P. Boquet, M. Dworetzky u. H. E. Essex, Amer. J. Physiol. 161, 561 

50]. 

3 A. Fleckenstein u. B. Fettig, Z. Naturforsch. 6b, 213 [1951]. 

4 A. Fleckenstein u. H. Gerkhardt, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. 
Pathol. Pharmakol. 214, 135 [1951]. 

5 A. Fleckenstein u. W. Jaeger, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 215, 163 [1952]. 

6 W. Neumann, E. Habermann u. G. Amend, Naturwissenschaften 39, 
286 [1952]. 

7 W.Neumann u. E.Habermann, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. 
Pathol. Pharmakol., 222, 367 [1954]. 

8 EK. Habermann, Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 218, 108 [1953]; 222, 
173 [1954]. 
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diese Effekte auf der Phospholipase A des Giftes beruhen, werden in de 
vorliegenden Mitteilung die Wirkungsbedingungen der Hemmung de 
Hitzekoagulation von Eigelb naher definiert und mit denen der Lecithin. 
spaltung (Lysocithinbildung) verglichen. 

Nach Fleckenstein und Gerkhardt* ist die bis zur Koagulatioy 
verstreichende Zeit annihernd der angewandten Giftkonzentration pro. 
portional. Da sich dies bei unseren Versuchen bestitigte (Abb. 1, Tab. 1) 
lieB sich eine einfache Auswertungsmethode aufbauen: 









Tab. 1. Koagulationszeit tx von Eigelb nach Bebriitung mit Bienengift. 









Bebriitungsdauer 
Bienengift- 30 min 60 min 120 min 240 min Ve 
Endkonz. tk tk tk tk 
min min min min Ta 


1: 50000 60 > 60 > > 60 
1: 100000 25 > 60 > 60 > 60 = 
1: 200000 1l 15 54 > 60 i 
1: 400000 6,5 9,5 15 etwa 60 | 
1 s 
K 





























: 800000 3 3,5 6,5 16 
ontrolle 1,5 vA 23 2 














Methodik 
(in Anlehnung an Fleckenstein und Mitarbeiter**5) 


Pee eg re | 


4 Tle. Eigelb mit 5 Tin. Soerensen-Phosphat- oder Veronalpuffer (px 7,0) gut 
gemischt, von der Mischung 9 ccm mit 1 ccm Gift-Kochsalz- bzw. Pufferlésung 
kraftig geschiittelt, anschlieBend im allgemeinen 2 Stdn. bei 37° bebriitet, danach 
Glaser sofort in siedendes Wasser. Emulsion gilt als koaguliert, wenn an einem 
eingetauchten dicken Glasstab nichts haften bleibt (Koagulationszeit tx). An 
Stelle weiter* Reagenzglaser 16 mm weite, fiir Mikrotestungen von Bienen- und 
Schlangengiftfraktionen 8 mm weite. Eine Reihe mit abgestuften Konzentrationen 
von Standard-Bienengift wird einer Reihe mit analogen Verdiinnungen der zu 
priifenden Lésung gegeniibergestellt. Zur Auswertung kann fiir jeden Ansatz die 
Differenz aus seiner Koagulationszeit und der des giftfreien Eigelb-Kontrollansatzes 
gebildet und fiir je einen Ansatz der Versuchs- und der Standard-Bienengift-Reihe 
der Quotient berechnet werden; Koagulationszeiten iiber 60 oder unter 5 min 
(bréckliger Dotter bzw. zu kurze Ablesungszeit) werden dabei nicht beriicksichtigt. 
Das arithmetische Mittel dieser Quotienten wird im folgenden als Eigelb-Index 
bezeichnet. Bei wichtigeren Befunden werden die Einzelwerte fiir tx genannt. 

In vielen Fallen wurde gleichzeitig die hamolytische Wirkung des be- 
briiteten Ansatzes festgestellt: Unmittelbar vor der Hitzekoagulation wurde 1 ccm 
des Ansatzes zu 9ccm Phosphatpuffer py 7,0 gegeben; hiervon wurden sofort 
0,5 ccm mit 9,5 ccm einer 0,6-proz. Suspension gewaschener Erythrocyten in 
Phosphatpuffer (px 7,0) fiir 40 min bei 37° gehalten. Die nicht hamolysierten 
Erythrocyten wurden abzentrifugiert. Leider zeigt auch noch bei dieser Eigelb- 
verdiinnung 1:500 das Hamolysat eine Triibung, welche die photometrische 
Bestimmung des freigesetzten Haimoglobins stért. Bei gréBeren Versuchsreihen | 
wurde daher der Rétungsgrad der partiell hamolysierten Ansatze durch Vergleich 
mit einer als Eichskala hergestellten Verdiinnungsreihe einer Totalhamolyse 
subjektiv mit + 5% Schwankung (2 Beobachter) ermittelt (Tab. 3, 4, 7). Bei den 
Versuchen der Tab. 2 und 8 erschien eine genauere, wenn auch umstandlichere 
Bestimmung des Hamolysegrades notwendig; hier wurde die Extinktion des frei- 
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gesetzten Hamoglobins mit einem Beckman-Spektrophotometer als Differenz der 
Gesamtextinktion bei 580 mu und der Triibung bei 620 mp ermittelt. 


Ergebnisse 

a) Kinetik 

Die durch Phospholipase A bewirkte Lecithinspaltung, die man mit 
Hilfe der himolysierenden Wirkung des entstandenen Lysocithins ver- 
folgen kann (Hamolysetest nach Neumann und Habermann’), nahert 
sich in einer methanolhaltigen Lecithinemulsion und im stark verdiinnten 
Kigelb allmahlich dem Grenzwert. 

Bei der Bestimmung der Koagulationszeit von Eidotter (Tab. 1) ist 
dies nicht so deutlich, doch gehen Koagulationszeit und himolytisches 
Vermégen bei verschieden langer Bebriitung einander parallel (Tab. 2). 


Tab. 2. Vergleich von Koagulationszeit und himolytischem Vermégen von Eigelb 
nach Bebriitung mit Bienengift. 














: bei 30 min Incubation bei 180 min Incubation 
Bienengift- 
Endkonz. tk % Hamolyse tk % Hamolyse 
A B A B A B A B 
1 50000 51 48 77 81 >90 >90 99,7 100 
1: 100000 14 17,5 | 17,8 15,3 | >90 >90 99,5 99,7 
1: 200000 5,5 4,5 7,0 _ 80 72 98 97 
1: 400000 2,5 2,5 0,9 1,2 27,5 27 35,7 39,7 
1: 800000 2 2 keine 5,5 6 7,3 7,8 
1: 1600000 1,5 1,5 | Hamolyse 4 4,5 3,0 2,6 








Eigelb besitzt eine starke Pufferungskapazitit. 4 Tle. Eigelb liefern 
mit 5 Tin. Puffer von px 7,0 oder physiol. Kochsalzlésung in beiden Fal- 
len ein px von 6,5—6,7 (Messung mit Glaselektrode). Bringt man den 
Dotter zunachst mit Natronlauge bzw. Salzsiure anniihernd auf den 
gewiinschten px-Wert, so laBt sich dieser anschlieBend durch Zugabe 
von Puffer des betreffenden px genau einstellen, weicht aber bei der Be- 
briitung je nach der Giftkonzentration wieder um einige Zehntel zum 
Sauren hin ab, wohl durch die bei der Lecithinspaltung frei werdenden 
Siuren bedingt. Die fermentative Spaltung von Eigelb-Lecithin 1aBt sich 
iibrigens ahnlich wie die anderer Ester auch manometrisch verfolgen?®. 

Das pu-Optimum liegt im Eigelb gegeniiber der methanolhaltigen 
Lecithinemulsion unseres Haimolysetestes etwas weiter im Alkalischen: 

Bebriitung bei px: 6,15 6,50 6,95 7,60 8,25 

Eigelbindex: 0,3 0,5 1,0 Ly 1,2 

Wir blieben bei unseren Versuchen unter dem Temperatur- und 
pu-Optimum; denn das Ferment ist im Alkalischen sehr thermolabil 
(Tab. 3). AuBerdem setzt auch das Eigelb der Wahl des pu gewisse Gren- 
zen; bei pu 8,25 sind Konsistenz und Farbe der Eigelbemulsion bereits 


9 W. Neumann u. E. Habermann, diese Z. 296, 166 [1954]. 
10 E. Habermann, unverdffentlicht. 
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Tab. 3. Temperaturstabilitat bei verschiedenem pp (Koagulationszeit tx [in min) 
und Hamolysegrad). 





Giftlésung 1 : 200 15 min bei 
Bienen- 


gift- pu 6,0 u. 20°] px 2,2 u. 98° |py 4,0 u.98°\pH 6,0 u. 98° | pH 8,0 u. 98° 


























Endkonz. tx | Hamol. | tx | Hamol. | tx |Hamol.} tx | Hamol.| tx | Hamol, 
1: 100000|>75| 80% | 75 |50—-55%| 55 | 60% | 54} 55% |20,5/10— 159, 
1: 200000) 46 |35—40%] 31 | 20% | 30 | 20% | 22 | 20% | 9 Spur 
1: 400000} 18,5/10—15%| 14,5] 10% | 14 | 10% |12,515—10%| 6 | 0 
1: 800000) 8,8} Spur 6,3 0 6 0 6,8 0 4 0 
1:1 600000} 4 0 4 0 3,5, 0 4,5 0 3 0 


stark verindert. Eine nicht mit Bienengift behandelte 40-proz. Eigelb. 
Kochsalz-Emulsion gerinnt zwischen pu 5 und 9 etwa gleich schnell, 
unterhalb von pu 5 wird dagegen die Koagulationszeit sehr stark ver. 
langert: 

PH: 0,9 195 3,35 4,60 5,55 6,35 17,40 8,75 
Koagulationszeit tk: > 45 >45 > 45 14 62,1 1,5 2,05 2,1 


b) Wirkung physikalischer Einfliisse 

Bei der Untersuchung der Bienengift-Phospholipase mit dem 
Himolysetest. fanden wir® bei 15 min langem Erhitzen einer Giftlésung 
1:2000 auf 98° in Phosphat-Citratpuffer nach McI|vaine eine relative 
Thermostabilitét im pu-Bereich 2—5, wihrend zum Neutralpunkt hin 
und noch mehr im Alkalischen das Ferment schneller inaktiviert wurde. 
Sehr ahnlich py-abhangig ist unter diesen Bedingungen auch die Thermo. 
stabilitaét des koagulationshemmenden Prinzips des Giftes (Tab. 3), die 
Wirkung auf die Dotterkoagulation scheint aber beim Erhitzen schneller 
abzunehmen (vgl. S. 188) als die Wirkung im methanolhaltigen Ansatz. 

Bestrahlung von Bienengift 1:1000 in Phosphatpuffer (Schicht- 
dicke 1 cm) mit einer ungefilterten Analysenquarzlampe ,,Hanau“ redu- 
ziert seine Wirkung auf die Dotterkoagulation bereits in 10 min auf 
etwa 1/;9, nach 30 min ist keine Koagulationshemmung mehr feststellbar 


(Abb. 1). 


ce) EinfluB von verschiedenen Substanzen 


Von Fleckenstein und Gerkhardt* wurde der Antagonismus von Zinkionen 
gegentiber verschiedenen Schlangengiftwirkungen untersucht, u. a. auch im Dotter- 
koagulationstest: Magnesium-, Mangan-, Kobalt- und Calciumchlorid, Eisen- und 
Nickelsulfat wirkten in aquimolekularer Liésung (0,02-mol.) weder deutlich fordernd 
noch hemmend. Im sogen. Dehydrasentest hatte Mangan keinen eindeutigen Fin- 
fluB auf die Giftwirkung, Calcium schien zu aktivieren, Kobalt und Magnesium 
hemmten. 


Unter unseren Bedingungen besaBen nicht nur Zinkionen die von 
Fleckenstein beschriebene Hemmwirkung gegeniiber dem Bienengift, 
sondern in geringerem MaBe auch Quecksilber (II)-, Cadmium-, Nickel-, 
Mangan- und Kobaltionen, 
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Wurde 1 ccm Bienengift .1 : 10000 bis 1: 320000 mit 1 ccm 0,5-m, 0,125-m 
oder 0,05-m Quecksilber(II)- oder Nickelchlorid in Kochsalzlésung 30 min bei 
Zimmertemp. und dann mit 8ccm einer 50-proz. Eigelb-Kochsalzverdiinnung 
2 Stdn. bei 37° gehalten, so betrug der Figelbindex in der ersten Reihe nur noch 
< 0,1 baw. etwa 0,1 und 0,2, in der zweiten 0,3 baw. 0,6 und 0,8. 0,5 und 0,125-m 
Mangansulfat lie8 den Eigelbindex auf 0,5 und 0,7 sinken, die analoge Konzen- 
tration an Kobaltnitrat auf 0,3 und 0,7. 

Die in Tab. 4 zusammengefaBten Versuche gingen analog von einer Mischung 
von 1 cem Bienengift 1 : 5000 bis 1 : 80000 und 1 ccm 0,1-m Zink-, Quecksilber(II)-, 
(admium- und Nickelchlorid aus. 


Tab. 4. Koagulationszeit tx und hamolytisches Vermégen von Eigelb nach 
Bebriitung mit Bienengift in Gegenwart von Schwermetallionen. 









































Bienen. |Veronalpuffer| 0,01-m.ZnCl, ¥ [Hecl, 0,01-m.CdCl,| 0,01-m.NiCl, 
gift- | t, | Hamo-| tx | Hamo- | tx |Hamo-| tx | Hamo- | tx | Hamo- 
endkonz.| min} lyse* | min lyse* min| lyse |min| lyse* | min| lyse* 
1: 50000} 70 | 90% | 5,0 |60—70% **)| 6,8 | ***) | 32 |70—80%| 23 | 65% 
1:100000] 33 | 70% | 4,0] 20%**) 14,8] ,, [14,5] 40% | 9 |30—40% 
1:200000} 8,3} 25% | 3,5 0 45) , | 9 30% | 4,5) 25% 
1:400000] 3,8} 10% | 3,5 0 4 se EG 10% |3 0 
1:800000| 3 0 3,3 0 BS] 55 5 0 2,5 0 

Kon- 
trolle | 2,5 0 2,8 0 2 pts 0 2,3 0 
* vgl. S. 180. 
** tribe. 


*** nicht bestimmbar wegen Hg-Himolyse. 


Die Inhibierung der Bienengiftwirkung durch Schwermetallionen 
ist also — ebenso wie im Hamolysetest® — nicht auf Zink beschrankt. 


Kaliumferricyanid (0,01-m.) verzdgerte die Hitzekoagulation auch 
ohne Giftzusatz; das mit Kaliumferrocyanid, Kaliumcyanid (0,005-m.), 
Kaliumjodid oder Schwefelwasserstoffwasser vorbehandelte Gift zeigte 
keine eindeutige Wirkungsainderung. Die im Hamolysetest gefundene 
starke Minderung der Phospholipaseaktivitét durch Jod beobachteten 
wir aber auch hier, die Wirkung von Jod 1:40000 auf Bienengift 1:80000 
bis 1:5000 war weder durch 0,0025-m. KCN noch durch 0,5% Cystein 
aufzuheben. 

Nach Fleckenstein und Fettig? hemmen Citrat, Oxalat, Tar- 
trat, Borat und Fluorid im Dotterkoagulationstest gegeniiber Bienen- 
und Schlangengiften, ebenso Phloridzin und nach Jaeger" auch einige 
Antihistamine. 

Diese Befunde kénnen wir in dem Sinne bestatigen, daB bei Gegen- 
wart dieser Stoffe und auch von 0,2% Chinin die Koagulationszeit relativ 
verkiirzt ist (vgl. jedoch weiter unten). Durch Zusatz von Plasma (End- 
konzentration 1:60), Hyaluronsiure (Endkonzentration 1:5000), Kolli- 
don (1%), Thrombocid (1:100000 bis 1:1000, vgl. Habermann’), 





11 W. Jaeger, Graefe’s Arch. Ophthalmol. 154, 401, 431 [1953]. 
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Glykokoll, Alanin, d,l-Tryptophan und Cystein (je 0,1%), Milchsaure (19) 
wird sie nicht eindeutig geindert. 


d) Untersuchungen zur Frage des Wirkungsmechanismus 


Die Verzégerung der Koagulation von Eigelb macht eine dure) 
Bienen- und Schlangengift erfolgende Veriainderung seines physiko. 
chemischen Zustandes deutlich. Es liegt nahe, die Ursache in den Re. 
aktionsprodukten der Lecithinspaltung zu suchen. Wir priiften daher 
Lysocithin und Olsiaure in dieser Hinsicht, daneben auch — als Vertreter 
mehrfach ungesattigter Fettsiuren — die bei der Verseifung von Leiné| 
freiwerdenden Sauren. Wie Tab. 5 zeigt, bewirkte das nach Magistris” 
hergestellte Lysocithin in bestimmten Konzentrationen eine geringe 
und nicht mit dem starken Effekt von Bienengift zu vergleichende Koa. 
gulationsverzégerung. 0,025 bis 2,0% Olsiure oder Leinél-Fettsauren 
waren fiir sich allein ohne EinfluB auf die Hitzekoagulation von 40-proz. 
Eigelb, waren aber méglicherweise nicht hinreichend gelost. 


Tab. 5. Koagulationszeit tk bei Zusatz von Lysocithin und Olsaure (1,0 cm® Eigelb 
+ lem Puffer + 0,4ccm Lysocithinlésung in aqua bidest., 100 min bei 37°, dann 








koaguliert) 
Lysocithin mg/cm? 0 0,65 1,3 2,6 5,2 10,7 | 20,4 | 30,0 
tk : 3 | 2 2 2,3 3 4,1 3 2 
dazu Olsiure em3/em? | 0,042 | 0,042 | 0,042 | 0,042 | 0,042 | 0,042} — - 
tk 1,0 1,15 | 1,15 | 1,3 1,3 5 -- _ 























Eine Entscheidung wurde durch eine friihere Beobachtung ermég- 
licht: bei Bebriitung von 1:500 verdiinntem Eigelb mit Bienengift hellt 
sich die Emulsion auf®. Erhitzt man solche Ansitze anschlieBend 10 min 
auf 98°, so kommt die sonst iibliche Triibungszunahme nicht oder nur in 
erheblich geringerem MaBe zustande. Die Empfindlichkeit dieser Reak- 
tion, welche von der Einwirkungszeit (Abb. 2) und von der Beschaffen- 
heit des benutzten Eigelbs abhangt, ist groB. Bei nur 15 min wahrender 
Bebriitung hat in der Regel noch Bienengift 1:6-10® einen deutlichen 
Effekt ; bei 60 min langer Inkubation lag die Schwellenkonzentration bei 
der empfindlichsten Eigelbemulsion jenseits von 1:8-108, 

Die Aufhellung von verdiinnter Eigelbemulsion und die 
Verhinderung ihrer Hitzekoagulation |iBt sich auch durch Lyso- 
cithin (Abb. 2) und Olsaure erzielen. Die Schwellenkonzentrationen 
liegen je nach Herkunft und Vorbehandlung der Eigelbemulsion unge- 
fihr bei 1:100000 bis 1:500000, Lysocithin ist aktiver. Da Eigelb nach 
Literaturangaben bis zu etwa 10% aus Phospholipoiden bestehen kann, 
unser Ansatz 1:500 demnach bis zu etwa 0,02%, wiirde auf jeden Fall 
schon die Spaltung eines Bruchteils dieser Phospholipoide ausreichen, 
um die Fahigkeit zur Hitzekoagulation zu andern. Damit sind wohl die 


2-H. Magistris, Biochem. Z. 210, 85 [1929]. 
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Zwischenglieder zwischen Phospholipase A und Hemmung 
der Hitzekoagulation gefunden. 


Da unser Lysocithin aus einem bebriiteten Eigelb-Bienengift-Ansatz isoliert 
wurde, ware der Einwand mdglich, es kénnten ihm Reste von Phospholipase A 
anhaften und bei der groBen Empfindlichkeit der Reaktion zur Geltung kommen. 
Ywischen den Effekten von Lysocithin und Phospholipase A besteht jedoch (vgl. 
Abb. 2) ein prinzipieller Unterschied: der erstgenannte ist wie die Lysocithin- 
himolyse!2* binnen 15 min nahezu beendet, die Bienengiftwirkung dagegen schreitet 
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Abb. 2. Konzentrations- und Zeitabhangigkeit der Hitzekoagulationshemmung 
durch Bienengift und Lysocithin. 

Ansiitze: 2 em® Gift- bzw. Lysocithinlésung in mit physiol. Kochsalzlésung 1: 4 

verdiinntem Phosphatpuffer nach Soerensen (px 7,0) + 2 cm* Eigelbemulsion 

1: 250 in Phosphatpuffer werden 15 bzw. 60 bzw. 120 min bei 37° gehalten, dann 

sofort 15 min in ein siedendes Wasserbad gestellt, anschlieBend mit Eiswasser ab- 

gekiihlt. Messung der Extinktion im Pulfrich-Photometer, Filter S 45, Schicht- 

dicke 0,5 cm. 
Ordinate: Extinktion in % des giftfreien Kontrollansatzes. Abscisse: 

Endkonzentration in y/em*. 


wie andere Phospholipase-Effekte zeitlich fort. Daher diirfte bei der Figelbklarung 
durch Lysocithin keine Verunreinigung unserer Praparate mit dem Ferment 
beteiligt sein, die iibrigens schon nach der Herstellungsart recht unwahrscheinlich ist. 

Im Gegensatz zu der Aufhellung durch stiirker als 1:20000 ver- 
diinnte Bienengiftlésungen und durch Lysocithin und Olsaure steht eine 
Triibung von Eigelb durch héhere Giftkonzentrationen; beim 
Erhitzen bildet sich ein grobflockiger Niederschlag. Diese auf die Bienen- 
gift-Fraktion I zuriickfiihrende Triibungsreaktion ist ebenfalls recht 
empfindlich und gestattet noch den Nachweis von 1 y/cm* der chromato- 
graphisch gewonnenen!® phospholipasefreien Fraktion I. Protamin- 


128 H, B. Collier, Fed. Proc. 6, 245 [1947]. 
13 FG, Fischer u. W. P. Neumann, Biochem. Z. 324, 447 [1953]. 
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sulfat, welches hinsichtlich der starken Basizitaét als Analogon zur Frak. 
tion I gelten kann, wirkte etwa 10mal schwacher. 

Eine evtl. wahrend der Reaktion erfolgende py-Anderung des Eigelbs kommt 
als Ursache der Verzégerung seiner Koagulation kaum in Frage. Die Hitzekoagu. 
lation hangt zwar (vergl. S. 1&2) vom pa der Emulsion ab. Bebriitungs-py und 
optimaler po-Wert fiir die Koagulation decken sich jedoch annahernd, so daB von 
dieser Seite aus keine wesentliche Verzégerung der Hitzekoagulation zu erwarten ist, 

Bei der Suche nach Aktivatoren und Inhibitoren der Bienengift. 
wirkung fanden wir gelegentlich Unterschiede im Ausfall von Dot. 
terkoagulations- und Himolysetest. Wir fragten uns daher, wie 
weit bei der Dotterkoagulation nur der Gerinnungsvorgang — die ,,Indi- 
katorreaktion‘‘ — oder die zu dessen Verzégerung fiihrende Bienenvift. 
wirkung — also die eigentliche Fermentreaktion — verandert wird. 

Eine zusatzliche Verringerung der ohnehin kurzen Gerinnungszeit 
von nicht mit Bienengift versetztem Eigelb ist schlecht zu bestimmen. 
Daher wurde Eigelb mit Bienengift vorbebriitet, und die zu untersuchen- 
den Substanzen wurden erst unmittelbar vor der Hitzekoagulation zu- 
gegeben. Zwar wird auf diese Weise noch kein idealer Vergleich mit den 
iiblichen Ansatzen erreicht ; es fehlt eine entsprechend lange Einwirkung 
der zu priifenden Substanzen. Jedoch beschleunigen Phloridzin, Chinin 
und die Antihistaminica Antistin und Atosil in den untersuchten Kon- 
zentrationen bei nachtriglicher Zugabe zu bebriitetem Eigelb dessen 
Gerinnung deutlich (Tab. 6). 


Tab. 6. Koagulationszeit tx (in min) nach Bebriitung mit Bienengift und nach- 
triglichen Zusitzen. 

















) = 
—_—" Veronal-| Chinin — 0,01-m. | 0,01-m. | 0,01-m. | 0,01-m. 
eee puffer | gesatt. as ZnCl, | HgCl, | NiCl, | CdCl, 
gesatt. = 
1: 60000 > 40 22 6 > 40 > 40 > 40 > 40 
1: 120000 33 10 3 32 — 31 32 
0 (Kontrolle) 3,5 3 2 3,0 3,5 2,8 2 
Antistin|Antistin| Atosil | Atosil 
0,5°/9 | 0,05°/9 | 0,5%/> | 0,05/, 
1 : 300000 18,5 3,8 14,5 6,5 14,5 
1 : 400000 15 3. 12 4,5 10 
1 : 600000 7,5 23 4,5 3,5 5,5 














8 Tle. Eigelb-Veronalpuffer (px 7,0)-Kochsalzgemisch 2+ 1-+ 1 wurden mit 
1 Tl. Giftlésung 1 : 6-, 1: 12-, 1: 30-, 1 : 40- oder 1 : 60000 2 Stdn. bei 37° gehalten. 
AnschlieBend wurden je 9 cm* mit 1 cm* 0,1-m.Zink-, Quecksilber(II)-, Nickel- oder 
Cadmiumchlorid oder 1 cm* Veronalpuffer mit 0,5 g Phloridzin oder 0,05 g Chinin 
(beides Suspensionen), 5% oder 0,5% Antistin (warm gelést) oder Atosil versetzt 
und sofort koaguliert. 

Diese Substanzen kénnen also nicht ohne weiteres als Inhibitoren 
der Bienengiftwirkung bezeichnet werden. Dagegen diirften Natrium- 
fluorid, -citrat, Jod und ebenso die in Tab. 6 verzeichneten Schwer- 
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metalle echte Inhibitoren der Reaktion zwischen Bienengift 
und Eigelb sein; denn sie sind bei nachtraglicher Zugabe ohne ent- 
scheidenden Einflu8 auf die Koagulationszeit. 


e) Direkter Vergleich von Dotterkoagulations- und Haimo- 
lysewirkung 
In unserem friiher angegebenen Phospholipasetest® kénnen Phlo- 
ridzin und Chinin je nach Art des Ansatzes und angewandter Konzen- 
tration aktivieren oder hemmen. Bei einem direkten Vergleich von 
Koagulationszeit und Haimolysegrad setzten sie (Tab. 7) ebenso wie 


Tab. 7. Koagulationszeit tx und Hamolysegrad bei Zusatz von Fluorid, Phloridzin 
und Chinin. 


























a as 
Bienengift- Veronalpuffer | 0,01-m.NaF | Chinin 5mg/cm? ee 
Endkonz. ‘ 

tx |Hamol.| tx |Hamol.| tx |Hamol.| tx | Hamol. 

1: 50000 70 | 90% 15 | 30% 15 | 90% ~ se 

1: 100000 33 70% 5 15% 6,8 50% + 25% 

1: 200000 8,3 25%, 4 Spur 3,5 15% 3 15% 

1: 400000 3,8 10% 3 0 2,5 |5—10%] 2,5 Spur 

1: 800000 3 0 2,5 0 2,3 0 2,3 0 

0 (Kontrolle) 2,5 0 2 0 1,8 0 2 0 


Antistin und Atosil (Tab. 8) die himolytische Aktivitaét des Eigelb- 
ansatzes herab, jedoch in geringerem Mafe, als es nach dem Ausfall des 
Koagulationstestes zu erwarten gewesen wire. Diese Substanzen beein- 


Tab. 8. Koagulationszeit {x (in min) und Himolysegrad bei Zusatz von 





Antihistaminen. 
na - my “— —— Atosil 0,5% |Atosil 0,05%, 


Endkonz. | ¢x | Hamol.| tx | Hamol. tx | Hamol.| tx | Hamol.} tx | Himol. 





1: 50000 |<90| 99° | 14 | 100% |etw.75] 100% | 23 | 100% |<90] 100%, 
1:100000 | 54 | 100% | 6] 99% |} 38 | 100% | 9] 82% | 54] 98% 

:200000 | 19 | 95% | 3,5! 64% | 19 | 938% | 4,5] 21% | 21] 88% 
1:400000} 7] 40% 12,5] 22% 1 7 | 38% |2,6] 15% | 7] 31% 
1:800000} 31 20%] 2{ 15%1 3 | 19% 1 2]| 0% 13,5| 19% 




















flussen also die Hitzekoagulation auf zwei entgegengesetzte Arten: 
einerseits hemmen sie die Phospholipase A, andererseits beschleu- 
nigen sie aber die als Indikator dienende Dottergerinnung 
(Tab. 6). 

Hier wire der Finwand méglich, die Lysocithinhimolyse werde vielleicht 
ebenfalls durch die oben genannten Substanzen beeinfluBt. Chinin und Antistin 
schwachen aber in den in Frage kommenden Konzentrationen die Hamolyse durch 
gereinigtes Lysocithin nicht!®, AuBerdem erfolgt zwischen Bebriitungsansatz und 
Hamolyse eine 200fache Verdiinnung. Naheres iiber Beeinflussung der Lysocithin- 
himolyse bringt eine spatere Mitteilung. 
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Natriumfluorid soll nach Hughes und Ogawa! ohne Einflu8 auf 
Phospholipase A sein, wihrend wir eine eindeutige Hemmung gefunden 
haben®. Es bestatigte sich, daB Fluorid die Wirkung der Phospholipase 
auf Eidotter mindert, und zwar sowohl im Dotterkoagulationstest als 
auch hinsichtlich der himolytischen Fihigkeit des Ansatzes (Tab. 7). 
Zink-, Nickel- und Cadmiumchlorid hemmen in derselben Reihenfolge in 
beiden Anordnungen (Tab. 4). Das im Koagulationstest stark hemmende 
Quecksilberchlorid kann im Hamolysetest nicht untersucht werden, da 
es noch in 0,00005-m. Lésung stark himolysiert. Calciumchlorid ver. 
stirkt die Phospholipasewirkung auf eine methanolhaltige Lecithin. 
emulsion®, ist aber im Ansatz mit 1:500 verdiinntem Eigelb ohne Effekt® 
und beeinfluBt auch im Ansatz mit 40-proz. Eigelb die Phospholipase A 
nicht wesentlich. 


Kaliumcyanid, welches im Phospholipasetest mit gereinigtem Leci- 
thin aktivierte®, war hier ebenso wie das Natriumsalz der Arsanilsiure 
ohne eindeutige Wirkung auf die himolytische Aktivitat. 

Eine Diskrepanz schien hinsichtlich der Thermostabilitaét von 
Phospholipase A bei Bestimmung der Restaktivitat des Fermentes an der 
methanolhaltigen Lecithin-Emulsion (Himolysetest) und mit dem 
Dotterkoagulationstest zu bestehen. Wahrend im erstgenannten Falle® 
das Ferment durch Erhitzen bei px 2,0 und px 4,0 noch nichts an Aktivi- 
tit eingebiiBt zu haben schien, waren im Dotterkoagulationstest nur 
noch etwa 60% der Ausgangsaktivitit nachweisbar. Beide Versuche 
wurden mehrmals mit dem gleichen Ergebnis wiederholt. Als aber 
schlieBlich Koagulationsverzégerung und hamolytische Aktivitaét im 
gleichen Bienengift-Eigelb-Ansatz mnebeneinander gepriift wurden 
(Tab. 3), ergab sich gute Ubereinstimmung. Man muB also annehmen, 
da8 entweder im Hamolysetest eine Reaktivierung hitzegeschiadigter 
Phospholipase erfolgt oder im Dotterkoagulationstest noch ein weiterer 
wirkungsmindernder Faktor zur Geltung kommt, vielleicht die wesent- 
lich héhere Lecithinkonzentration. 


Besprechung der Ergebnisse 


Die Frage, ob aus Eigelb durch bestimmte tierische Gifte neben dem 
altbekannten Lysocithin!117 noch andere biologisch aktive Substanzen 
erzeugt werden, ist mehrfach erértert worden. Boquet, Dworetzky 
und Essex? schreiben einer aus Eigelb durch Cobragift nach Delezenne 
und Ledebt! entstehenden ,,DL-Substanz‘‘ verschiedene Effekte zu, 
ohne diese der hémolytischen Wirkung gegeniiberzustellen oder Ver- 
gleiche mit Lysocithin auszufiihren. Sie lehnen einen Zusammenhang mit 


14 A. Hughes, Biochem. J. 29, 437 [1935]. 

15 K. Ogawa, J. Biochemistry [Tokyo] 24, 389 [1936]. 

16 K, Liidecke, Dissertat. Miinchen, 1905. 

1” C. Delezenne u. 8. Ledebt, ©. R. hebd. Séances Acad. Sci. 155, 1101 
[1912]; zit. n. Chem. Zbl. 84 I, 313 [1913]. 
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einer fermentativen Lecithinspaltung mit dem Hinweis ab, bei Inkuba- 
tion von freiem Lecithin oder von Kaninchenhirn mit Cobragift ent- 





































uB auf 


fu 

fini stehe keine DL-Substanz. Unter den Wirkungsbedingungen der Phos- 
ast pholipase A spielt aber offenbar der Kolloidzustand des Substrates Leci- 

i als po ; : - 

ab. 7) thin eine groBe Rolle, so daB ein negativer Ausfall der eben erwahnten 
sive i. Versuche durchaus verstandlich und kein Beweis fiir eine Verschieden- 
mende § heit von ,,DL-Substanz“ und Lysocithin ist. AuBerdem kommt die von 
on. da | Boquet und Mitarbb. erwihnte Erschlaffung eines kontrahierten Meer- 
1 vill schweinchendarmes nicht nur durch ,,DL-Substanz‘‘, sondern nach 


ithin Untersuchungen unseres Institutes!®1® ebenso durch Lysocithin zu- 


ffekt? stande. 
Ubereinstimmend mit Boquet und Mitarbb. miissen wir jedoch das Mitspielen 


ase 

tal yon Adenosintriphosphat oder Cozymase spaltenden Giftkomponenten ablehnen; 
denn im Bienengift, mit dem wir uns vorzugsweise beschaftigt haben, ist nach 

Leci- Schoetensack?® und eigenen Versuchen!® kein phosphatabspaltendes Ferment 

siure nachzuweisen. 


Beziiglich der Hemmung der Hitzekoagulation von Eigelb geht aus 
von den Arbeiten anderer Autoren nicht hervor, ob sie auf der Bildung von 


n der »DL-Substanz‘‘ bzw. Lysocithin oder auf irgendeinem anderen Mecha- 
dem nismus beruht; ein fermentativer Vorgang ist aber sehr wahrscheinlich. 
‘alle9 Bienengift hemmt die Hitzekoagulation von Eigelb sehr betrachtlich. 
tivi- Erheblich stirker noch wirkt die daraus elektrophoretisch gewonnene 


nur Fraktion II, waihrend Fraktion I in dieser Hinsicht wirkungslos ist®. 
uche Da Fraktion II eine Phospholipase A und eine Hyaluronidase enthalt, 


aber liegt der eingangs schon erwéhnte SchluB nahe, daB die Hemmung der 
; im Hitzekoagulation im Eigelb auf die Phospholipase A zu beziehen ist. 
rden In Einklang hiermit steht die Hemmbarkeit der Reaktion durch Fluorid 
nen, und Citrat, die relative Thermostabilitat des Fermentes im Sauren — die 
gter Hyaluronidase ist im Sauren sehr empfindlich — und seine Empfindlich- 
erer keit gegen kleinste Joddosen. Auch das pq-Optimum der Dotterkoagula- 
ent- tionshemmung liegt im gleichen Bereich wie das der im Hamolysetest 


verfolgten Lecithinspaltung. SchlieBlich 14Bt sich auch durch die Leci- 
thin-Spaltprodukte Lysocithin und Olsaiure die Hitzekoagulation von 
verdiinntem Eigelb hemmen. Andere noch unveréffentlichte Unter- 
suchungen zeigen iibrigens den gleichen Parallelismus zwischen Lecithin- 


lem olyse und Dotterkoagulationshemmung auch bei zahlreichen Schlangen- 
zen giften. 

ky Ks ist jedoch nicht zu erwarten, daB die Fermentaktivitaét gegenitiber 
ine verschiedenen Arten von Lecithinemulsionen vdllig gleich bzw. in gleicher 
Zu, Weise beeinflu8t ist; denn sie hingt offenbar weitgehend nicht nur vom 
er- Zerteilungsgrad des Lecithins, sondern auch von Menge und Natur seiner 


mit Begleitstoffe ab. 


18 H. Sartorius, Dissertat. Wiirzburg, 1950. 
19 W. Neumann, Naturwissenschaften, im Druck. 
20 W. Schoetensack, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Phar- 


101 makol. 218, 107 [1953]. 
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Eine Reihe von Substanzen wie etwa Chinin, Phloridzin, Antistin 
und Atosil beschleunigen die Hitzekoagulation, andere wiederum, z. B, 
Schwermetallsalze (vgl. hierzu auch Jaeger), verzégern sie; beides 
lauft auf eine Stoérung der Indikatorreaktion hinaus. Wenn man unter 
Beriicksichtigung dieser zusiitzlichen Einfliisse die Koagulationsver. 
zogerung und das himolytische Vermégen der gleichen mit Bienengift 
behandelten Eigelbsuspension verfolgt, findet man eine sehr gute Uber. 
einstimmung beider Effekte. Alles spricht fiir die Identitat von 
koagulationshemmendem Prinzip und Phospholipase A deg 
Bienengiftes. Damit wird die Hemmung der Dotterkoagulation zu 
einem einfachen, fiir viele Zwecke gut brauchbaren Test fiir Phospholi- 
pase A. Sie scheint jedoch, wie nebenbei bemerkt sei, kein allgemeiner 
Test fiir Phospholipasen der verschiedenen Typen zu sein, mindestens 
nicht fiir Phospholipase C; denn ein von uns gepriiftes Kulturfiltrat von 
Clostridium Welchii, in welchem Phospholipase C zu erwarten ist?! ver- 
zogerte die Hitzekoagulation von Eidotter nicht. 

Wenn Grassmann und Hannig® nach Papierelektrophorese von Bienengift 
beobachteten, daB Dotterkoagulations- und Hamolysevermégen ihrer Eluate 
nicht streng parallel gingen, so kénnte dies darauf beruhen, daB bei ihrer Versuchs. 
anordnung das direkt hamolysierende Prinzip* nicht geniigend von der Phospholi- 
pase A getrennt wird; es kommt dann eine Art kombinierter Hamolyse zustande. 
Die Schwellenkonzentration fiir die direkte Hamolyse durch die von Phospholipase 
A sehr weitgehend befreite chromatographische Fraktion I'* liegt bei der hier 
gewahlten Erythrocytenkonzentration bei 1: 200000—1: 250000. Zusatz von 
papierelektrophoretisch isolierter Fraktion II® 1 : 12800000 steigert die Aktivitat 
bereits betrachtlich. Bei ,,Mischeluaten’’, wie sie aus dem von Grassmann und 
Hannig abgebildeten Streifen zu erwarten sind, kann also die hamolytische Fahig- 
keit nicht allein auf gebildetes Lysocithin bezogen werden. SchlieBlich haben wir 
auch bei Anreicherungsversuchen niemals eine Aufspaltung der Fraktion II in eine 
dotterkoagulationshemmende und eine lecithinspaltende Komponente beobachten 
kénnen. Auf die Diskrepanz, die bei den Versuchen von Grassmann und Hannig 
scheinbar zwischen Dotterkoagulationshemmung und Phospholipoidspaltung durch 
Schlangengiftfraktionen besteht, kommen wir demnichst zuriick, méchten jedoch 
schon hier betonen, daB auch bei Schlangengiften Koagulationsverzégerung und 
hamolytisches Vermégen des gleichen Eigelb-Gift-Ansatzes (s. 0.) stets strikt 
parallel gehen. Offenbar wird die Phospholipase A im konzentrierten Eigelb durch 
Begleitsubstanzen anders beeinfluBt als im verdiinnten. 


Um Mif8verstindnissen vorzubeugen, méchten wir betonen, da8 
der Dotterkoagulationstest nicht geeignet ist, eine Toxizitatsbestimmung 
zu ersetzen; fiir jeden Bestandteil tierischer Gifte muB die Toxizitit 
der praktisch vorkommenden Mengen oder Konzentrationen gesondert 
nachgewiesen werden, ehe man ihn als ,,toxisch‘‘ bezeichnen kann. 
Soweit wir sehen, ist bisher noch bei keinem in tierischen Giften auf- 
gefundenen Ferment eine Toxizitit in diesem Sinne eindeutig erwiesen. 
Auch Phospholipase A ist fiir sich allein ebensowenig giftig wie etwa 
Hyaluronidase oder Cholinesterase. Unser bisher wirksamstes Praparat 
der Bienengiftfraktion IT ist im Dotterkoagulationstest 8mal aktiver als 


21 M. G. Macfarlane u. B. Knight, Biochem. J. 85, 884 [1941]. 
22 W. Grassmann u. K. Hannig, diese Z. 296, 30 [1954]. 
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das Ausgangsmaterial (sogen. Bienen-Pikratgift 52), hat aber noch in 
intravendsen Dosen von 5 mg/kg bei weiBen Mausen keine erkennbare 
Giftwirkung, waihrend das Ausgangsmaterial unter gleichen Bedin- 
gungen wegen seines Gehaltes an toxischer Fraktion I eine DL 59 von 
35 mg/kg besitat, d. h. in dieser Dosierung 50% der Tiere totet. 

Zur Frage nach Beziehungen zwischen der Anderung der Hitze- 
koagulation von Eigelb und anderen durch tierische Gifte hervorgerufe- 
nen Effekten hat in letzter Zeit Jaeger umfangreiches Versuchs- 
material vorgelegt, wobei er vor allem Parallelen zwischen Hemmung der 
Hitzekoagulation, Dehydraseninaktivierung und Lokaltoxizitaét be- 
schreibt. Sowohl das erstgenannte Phinomen als auch die Inaktivierung 
bestimmter dehydrierendér Systeme sind nach unseren Untersuchungen 
Effekte der Phospholipase A; beziiglich der Dehydraseninaktivierung 
befinden wir uns in Ubereinstimmung mit anderen Autoren**-*6, Die 
Lokal- und Allgemeintoxizitaét von Bienengift beruht dagegen auf dessen 
Fraktion I® 78, Sie ist also, wie auch durch die eben angefiihrte Toxizi- 
titspriifung der Fraktion II bestitigt wird, nicht an die Phospholipase A 
und also auch nicht an die Inaktivierung von Dehydrasen gebunden. 

Es ist aber méglich, daB die Phospholipase den lokaltoxischen Effekt der 
Fraktion I in ahnlicher Weise verstarkt, wie wir es schon fiir deren direkt-haimo- 
lytische Wirkung nachgewiesen haben’. Zwar waren von uns angestellte Versuche, 
die lokale Reizwirkung von Bienengift am Kaninchenauge durch Fluorid zu hemmen 
ohne eindeutiges Ergebnis. Doch mag dies mit der Wahl des Versuchsobjektes 
musammenhangen. 

Umgekehrt ist es ebenso méglich, da8 Fraktion I Wirkungen der Phospho- 
lipase A verstarkt. Eines unserer Praparate der Fraktion I hemmt z. B. die Akti- 
vitat von Thromboplastin etwa 20mal schwacher als Bienen-Pikratgift, aber rund 
10mal stiirker als seinem Gehalt an Phospholipase A entspricht, welche die Haupt- 
ursache der Thromboplastin-Inaktivierung ist; hier ist also eine zusitzliche 
Wirkung der Fraktion I anzunehmen. 

Da Fraktion I die Permeabilitét von Erythrocyten und Frosch- 
muskeln erhoht!° und am Auge schwere Entziindung auslést” *, kann sie 
sehr wahrscheinlich der dehydraseninaktivierenden Phospholipase den 
Weg ins Gewebe bahnen. Dies ist insbesondere bei Wiirdigung der Ver- 
suche von Jaeger! zu beriicksichtigen, der an der Kaninchencornea in 
situ Bienengift-Konzentrationen von 1:200, an der tiberlebenden Cornea 
1:1000 zur Dehydrasenhemmung angewandt hat, wihrend fiir ,,Pikrat- 
gift‘‘, das die beiden Fraktionen I und II enthalt, die Schwellenkonzen- 
tration der Lokaltoxizitaéit nach unseren Versuchen bei 1:100007, die 
fiir Dehydraseninaktivierung im Hirnhomogenat aber bei 1: 100000000?° 
liegt. 

Jaeger betont, da Zinkionen oder Antihistamine sowohl die Lokaltoxizitat 
von Bienengift (d. h. seine Wirkung am Kaninchenauge) als auch seine Aktivitat 
im Dotterkoagulations- und Dehydrasentest herabsetzen. Dies besagt aber nichts 


to 


3 J. H. Quastel u. B.M. Braganca, Fed. Proc. 11, 272 [1952]. 
4 B.M. Braganca u. I. H. Quastel, Biochem. J. 58, 88 [1953]. 
5 A. P. Nygaard u. I. B. Sumner, J. biol. Chemistry 200, 723 [1953]. 
26 A, P. Nygaard, J. biol. Chemistry 204, 655 [1953]. 
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iiber eine Identitat der Ursachen beider Effekte. Nach unveréffentlichten Unter. 
suchungen von Habermann?® hemmen namlich Zinkionen oder Antistin in hohen 
Konzentrationen auch die direkte Hamolyse durch ein Praparat der Fraktion I, 
welches im Dotterkoagulationstest weniger als 0,59 der Phospholipase-Aktivitat 
des Ausgangsmaterials besitzt; dieser Effekt mag mit der starken Membranwirksam. 
keit der genannten Substanzen zusammenhangen. 

Die Hitzedenaturierung von EiweiB8kérpern verschiedener Herkunft 
148t sich durch positiv geladene Substanzen wie Trypaflavin**, Prota- 
min®® sowie Kationen mit nonpolaren Gruppen beschleunigen, durch 
negativ geladene, wie Fettsiuren?®, Heparin?’, Eosin®® und Nuclein. 
siuren °° (ganz allgemein Anionen mit nonpolaren Gruppen) hemmen. 
Durch Phospholipase A werden nun aber negativ geladene Teilchen frei- 
gesetzt, welche, wie wir fiir Olsiure gezeigt haben, die Hitzekoagulation 
verdiinnter Eigelblésungen hemmen. 

An welcher Komponente des Eigelbs Lysocithin und Olsaure (und Bienengift- 
Fraktion I) angreifen, ist noch nicht bekannt, ebenso nicht, ob etwa das durch 
Phospholipase A bewirkte Verschwinden des nativen Phospholipoids aus dem 
Ansatz die Wirkungen dieser Stoffe beeinflu8t; bei der direkten Haimolyse mensch- 
licher Erythrocyten bestehen die Antagonismen Lysocithin-Cholesterin*!: 12, Lyso- 
cithin-Lecithin!® und Fraktion I-Lecithin'®, ferner vermag Lysocithin nicht nur 
Cholesterin-*!, sondern auch Lecithinemulsionen!® zu klaren. 

Die Beschleunigung der Gerinnung von bebriitetem Eigelb durch 
Chinin, Antistin und Atosil wird unter diesem Gesichtspunkt ebenfalls 
verstindlich: diese Stoffe liefern Kationen. Die Gerinnungshemmung 
durch Metallionen (vgl. Jaeger!) fiigt sich allerdings nicht in dieses 
Schema. Méglicherweise spielt hierbei neben der durch Hydrolyse der 
Metallsalze méglichen py-Verschiebung zum Sauren (vgl. 8. 182) noch 
eine Bildung von Schwermetallsalzen des Lecithins, Lysocithins oder 
auch freier Fettséuren mit. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir Sachbeihilfen, 
Herrn Professor Dr. H. Schmidt (Marburg) fiir die freundliche Uberlassung eines 
Kulturfiltrates von Clostridium Welchii. 


Zusammenfassung 


Die durch Bienengift hervorgerufene Hemmung der Hitzekoagula- 
tion von Eigelb wird quantitativ verfolgt und mit der gleichzeitig ent- 
stehenden haimolytischen Wirkung verglichen. 

Beide Effekte beruhen auf der Phospholipase A des Giftes. Starker 
verdiinntes Eigelb wird durch die Phospholipoid-Spaltprodukte Lyso- 


aha H. G. Klingenberg u. E. Moro, Wien. Z. inn. Med. 33, 392 [1952]; zit. 
nach 28, 

28 H. G. Klingenberg, diese Z. 291, 16 [1952]. 

29 P. Boyer, F. Lum, G. Ballou, J. Luck u. R. Rice, J. biol. Chemistry 
162, 181 [1946]. 

30 J. P. Greenstein, C. E. Carteru. H. W. Chalkley, Cold Spring Harbor 
Sympos. quantitat. Biol. 12, 91 [1947]; zit. n. (28). 

31 A. Grosse u. K. Taubéck, Z. Rheumaforsch. 5, 429 [1942]. 
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Uber den Einflu® von Puffergemischen 
auf die Trennung von DNP-Aminosauren 
mit Hilfe der Papierchromatographie 


Von 
H. Iwainsky* 


Aus dem Institut fiir Lebensmittelchemie und -technologie der Humboldt-Universitat zu Berlin und 
dem Institut fiir Medizin und Biologie der Deutschen Akademie der Wissenschaften, Abt. Chemische 
Krebsforschung, Berlin-Buch 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. April 1954) 


Bei der Trennung von DNP-Aminosiuren mit Hilfe der Papier. 
chromatographie wird zur Verbesserung des Trenneffektes verschiedent- 
lich die Pufferung des Filterpapiers mit Puffergemischen von px 6! bzw. 
7,75? empfohlen. Angeregt durch eine Arbeit iiber den EinfluB der. 
artiger Gemische auf die Trennung von Aminosiauren’, woraus sich 
besondere Vorteile hinsichtlich Isolierung und Bestimmung der Hexon- 
basen ergeben, wurde die Auswirkung des pu-Wertes des Puffers auf die 
Trennung der DNP-Aminosauren bei verschiedenen Lésungsmittel- 
gemischen systematisch untersucht. 


Arbeitsweise 

Die DNP-Derivate von Cystin, Asparagin, Asparaginsaure, Glutaminsiure, 
Glykokoll, Alanin, Valin, Leucin, Phenylalanin und Tyrosin wurden nach E. Ab- 
derhalden‘ dargestellt**. Die Untersuchungen wurden mit 1-proz. Lésungen in 
Methanol bzw. Eisessig durchgefiihrt. Wie festgestellt wurde, hat der Wechsel 
des Lésungsmittels keinen EinfluB auf die nachfolgende Trennung; die Rr-Werte 
sind bei Eisessig ganz geringfiigig erhdht. 

Zur Pufferung des Papieres fanden folgende von Mc Farren® angegebenen 
Gemische Verwendung: 
pu 2: 5 ml 0,067-m. KCl + 10,66 ml 0,067-m. HCl 
pu 6,2: 8 ml 0,067-m. KH,PO, + 2 ml 0,067-m. Na,HPO, 
pu 8,4: 50 ml 0,067-m. Borséure und KCl + 8,55 ml 0,067-m. NaOH 
pu 9,7: 50 ml 0,067-m. Borséure und KCl + 38,82 ml 0,067-m. NaOH 
pH 10,5: 100 ml 0,02-n. Borsiure, KH,PO, und Phenylessigsiure + 62,4 ml 

0,1-n. NaOH 

px 11,2: 50 ml0,067-m. Na,HPO, + 16,5 ml 0,067-m. NaOH 
pu 12,0: 50 ml 0,067-m. Na,HPO, + 50 ml 0,067-m. NaOH. 


1 K. Felix u. A. Krekels, diese Z. 290, 78 [1952]. S. Blackburn, Biochem. 
J. 48, 126 [1951]. 

2 S. M. Partridge u. T. Swain, Nature [London] 166, 272 [1950]. 

3 KE. F. Mc Farren, Analytic Chem. 23, 168 [1951]. 

‘ E. Abderhalden u. P. Blumberg, diese Z. 65, 318 [1910]. 

* Ich méchte nicht verfehlen, Fraulein R. Elsner und Fraulein J. Miller 
fiir die tatkraftige Hilfe bei der Durchfiihrung der Versuche meinen Dank aus- 
zusprechen. 

** Fir die Uberlassung von DNP-Serin, -«-Aminobuttersiure, -l-Arginin und 
-e-Lysin sei Herrn Dr. Griimer, Charité Berlin, auch an dieser Stelle bestens 
gedankt. 
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Die Papierstreifen wurden damit getrankt und an der Luft getrocknet. Die 
DNP-Derivate wurden dann nebeneinander und im Gemisch auf die Startlinie 
(aufsteigend 5 cm vom unteren Ende, absteigend 2 cm vom Knick entfernt) auf- 
getragen und mit dem jeweiligen Lésungsmittelgemisch entwickelt. Als Filter- 
papier wurde das ,,Elektrophorese“-Papier der Fa. GeBner & Kreuzig (jetzt 
VEB Spezialpapierfabrik), Niederschlag (Erzgeb.), und die Sorten 2043a u. b der 
Fa. Schleicher & Schiill benutzt. An Stelle des iiblichen Wasserzusatzes wurde 
bei den Lésungsmittelgemischen die gleiche Menge des jeweiligen Puffers zugefiigt. 
Folgende Lésungsmittelgemische wurden gepriift: 

. Phenol-Puffer (1: 1) 

. m-Kresol-Puffer (1: 1)% 

. Butanol-Puffer (1 : 1)* 

. Benzylalkohol-Athanol- (10:1) (Blackburn') bzw. Benzylalkohol- 

Athanol-Puffer (10: 1:11) 

5. n-Butanol-Methylacetat-Isobutylchlorid-Puffer (Felix u. Krekels') 
(50 : 30: 4: 16) 
An Stelle von sek. Butanol verwendeten wir n-Butanol und an Stelle von 
Isopropylchlorid Isobutylchlorid. 

6. Butanol-Isoamylalkohol-Athanol-Puffer (20 : 20 : 6,5: 30). 


Einige dieser Gemische sind sehr temperaturempfindlich. Die im 
folgenden angegebenen Ry-Werte der DNP-Aminosauren kénnen nur 
als relatives MaB gewertet werden, da es uns nicht mdglich war, bei 
konstanter Temperatur zu arbeiten. Bei aufeinanderfolgenden Ansatzen 
wurden mitunter nicht unbetrichtliche Schwankungen festgestellt; die 
relative Stellung der einzelnen Komponenten und der Trenneffekt aber 
blieben praktisch gleich. Die einzelnen Versuchsreihen wurden unter 
gleichen Bedingungen durchgefiihrt, um gleichzeitig auch andere auf 
den Ry-Wert einfluBnehmende Faktoren® auszuschalten. 


em Cobo 


Ergebnisse 


a) EinfluB von Papier und Arbeitsweise 

Das verwendete ,,Elektrophorese‘‘-Papier ist harter als die Sorte 2043a der 
Fa. Schleicher & Schill. Das Gewicht betragt 80 g/m?. Fiir die Untersuchungen 
sind be‘de Sorten gut geeignet. Die Sorte 2043b ist etwas zu weich. Das Puffern 
mu8 sehr vorsichtig durchgefiihrt werden; im nassen Zustand reiBen die Streifen 
leicht. Die Flecken hatten diffuse Rander. 

Im allgemeinen wurden mit der aufsteigenden Arbeitsweise die besten Tren- 
nungen erzielt. Der Nachteil dieser Technik, die langere Entwicklungsdauer, wird 
durch die bessere Ausbildung der Flecken und durch die etwas niedrigeren Ry-Werte 
bei weitem aufgehoben. Bei absteigender Methodik werden die Flecken oft langlich, 
neigen zur Ausbildung von Schwanzen, so daB eine vollige Trennung mitunter 
nicht méglich ist. 


b) Die Lésungsmittelgemische 1 bis 3 

Bereits die orientierenden Versuche mit den zwei erstgenannten 
Gemischen zeigten, daB sie, abgesehen von den bekannten Nachteilen 
(Verfirbung, diffuse Flecken, lange Laufzeit), zur Trennung ungeeignet 
sind. Der EinfluB des pu-Wertes des Puffers auf den hier sehr hohen 
Ry-Wert der DNP-Aminosiauren macht sich in charakteristischer Weise 
bemerkbar, und zwar dergestalt, daB im px-Bereich um 10,5 ein gewisser 


5 G. Zimmermann, Z. analyt. Chem. 188, 322 [1953]. 
13* 
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Trenneffekt zu erzielen ist. Beim Gemisch 2 wurden z. B. folgende 
Ry-Werte ermittelt: bei pu unter 6 DNP-Asparagin (I) ~ 1, DNP. 
Leucin (II) ~ 1; bei pu 9,7 I 0,67, IL 0,90; bei px 10,5 I 0,44, IT 0,76: 
sie steigen dann bei héheren pu-Werten wieder an. 

Die mit dem Gemisch Butanol-Puffer erzielte Trennwirkuny jst 
etwa die gleiche. Die Rp-Werte unterscheiden sich wenig. Trotz sciner 
Vorteile — kiirzere Laufzeit und bessere Ausbildung der Flecken — jst 
es nicht brauchbar. 


c) Lésungsmittelgemisch 4 
Tab. 1 zeigt den EinfluB des pu-Wertes des Puffers auf die Ry-Werte 
einiger DNP-Derivate. 


Tab. 1. Rr-Werte von DNP-Aminosiuren in Abhaingigkeit vom py-Wert 
des Puffers 
(Benzylalkohol-Athanol 10:1, | ) 











DNP-Aminosauren 9 Pa ane eae 10,5 
DNP-Asparagin. ......... -- 0,13 0,08 
PNP enn; wk ct 0,92 0,32 0,17 
DNP-Glykokoll. ......... 0,89 0,40 0,31 
DME mtn 8 ee 0,93 0,59 0,47 
DNP-a«-Aminobuttersiure ..... 0,93 0,74 0,63 
bis VO 7 a ne 0,95 0,77 0,67 
PNP -APUBM:.. 5 sw ss te 0,96 0,87 0,83 
DNP-Phenylalanin ........ - 0,75 0,73 
SPIER EROW BID os ob ee Ae) es 8 ew 0,47 0,32 0,19 
DNP-Atpinin.. ... 2.0.45. 4% 0,42 0,29 0,23 
DNP-Histin.. . . 21 ss + se Schwanz Schwanz Schwanz 








Danach miiBten vor allem im py-Bereich von 6—11 gute Tren- 
nungen durchfiihrbar sein. Auf dem von uns benutzten Papier waren 
jedoch die Flecken immer auBerordentlich lang (4cm u. mehr). Eine 
Trennung war somit nicht méglich. 

Zur Beseitigung der vorgenannten Stérungen wurde das Gemisch 
mit der gleichen Menge des jeweiligen Puffers versetzt (Benzylalkohol- 
Athanol-Puffer, 10:1:11) und mit der organischen Phase chromato- 
graphiert. 

Die Flecken sind nach dieser Abwandlung der Technik weit besser 
ausgebildet und die erzielten Ry-Werte etwas niedriger; der fiir eine 
Trennung giinstigste pu-Bereich liegt zwischen 9 bis 11. 


d) Lésungsmittelgemisch 5 

Bei diesem System liegen die fiir eine Trennung giinstigeren Ry- 
Werte in einem Pufferbereich von px 6 bzw. 9,7—11,2 (s. Tab. 2). Bei 
Verwendung von aqua dest. bzw. 0,5-n. HCl (Felix u. Krekels?) sind 
die Ry-Werte etwas hoher, als sie in Tab. 2, Spalte 2 (pH 6,2) angegeben 
sind. 
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Tab. 2. Ry-Werte von DNP-Aminosauren in Abhangigkeit vom p,-Wert 
des Puffers 
(Butanol-Methylacetat-Isobutylchlorid-Puffer, 50: 30: 4:16, | ) 











poner py-Wert des Puffers 
DNP-Aminosiure 2 | 6,2 8,4 10,5 | 12 
DNP-Asparagin. .... 0,62 0,1 0,17 0,12 0,11 
DNP-Asparaginsiure. . . 0,78 0,23 0,20 0,09 0,07 
DNP-Glutaminséiure . . . 0,85 0,63 0,48 0,25 0,24 
DNP-Cystin ...... 0,84 0,14 0,13 0,08 0,12 
DNP-Dermr Bw we lk 0,73 0,25 0,29 0,26 0,23 
DNP-Glykokoll ..... 0,78 0,30 0,33 0,26 0,23 
DNP-Alanin ...... 0,84 0,54 0,64 0,45 0,49 
DNP-«-Aminobuttersaure . 0,88 0,67 0,70 0,55 0,56 
DNP-Valm ....... 0,89 0,73 0,78 0,57 0,61 
DNP-Leucin. ...... 0,91 0,89 0,88 0,75 0,80 
DNP-Phenylalanin. . . . 0,88 0,71 0,79 0,61 0,64 
DNP-e-Lysin ...... 0,42 0,11 0,18 0,19 0,20 
DNP-Arginm .9. 25. 0,45 0,13 0,21 0,21 0,20 














e) Gemisch Butanol-Isoamylalkohol-Athanol-Puffer, 20:20: 

6,5:30 

Die Beschaffung der fiir die Gemische 4 und 5 notwendigen Aus- 
gangsstoffe war fiir uns schwierig. Es wurde daher versucht, das Gemisch 
Butanol-Isoamylalkohol-Athanol-Puffer (20 : 20 : 6,5 : 30) heranzuziehen. 
Dieses Gemisch hatte sich wegen seines ausgezeichneten Trenneffektes 
bei Untersuchungen bewahrt, bei denen eine nachtragliche Einwirkung 
von Siure oder Alkali bzw. Ammoniak auf Aminosiuren und Kohlen- 
hydrate mit Sicherheit auszuschlieBen ist. Das Ergebnis der Versuche 
zeigt Tab. 3. 


Tab. 3. Rye-Werte von DNP-Aminosauren in Abhangigkeit vom py-Wert 
des Puffers 
(Butanol-Isoamylalkohol-Athanol-Puffer, 20 : 20: 6,5: 30, 1 ) 























-W Puffers 

DNP-Aminosaure 9 oa "3 ¥ | 10,5 12 
DNP-Asparagin". . .. . 0,75 0,20 0,08 0,09 0,19 
DNP-Glutaminsaure . . . 0,90 0,16 0,05 0,04 0,02 
DNP-Cystin ...... 0,95 0,09 0,03 0,02 0,06 
DNP-Serin ....... 0,72 0,19 0,10 0,11 0,14 
DNP-Glykokoll . . .. . 0,83 0,32 0,20 0,18 0,30 
DNP-Alanin ...... 0,88 0,52 0,34 0,31 0,50 
DNP-«-Aminobuttersaure . 0,83 0,47 0,31 0,34 0,40 
DNP-Valm . . 4 3 3 6 « 0,88 0,63 0,42 0,41 0,57 
DNP-Leucin. ...... 0,88 0,70 0,56 0,55 0,72 
DNP-Phenylalanin. . . . 0,82 0,57 0,44 0,48 0,51 
DNP-Terosin . . . . « « 0,95 0,61 0,42 0,39 0,45 
DNP-e-Lysin ...... 0,35 0,21 0,18 0,20 0,20 
DNP-Arginn ......| 0,45 0,21 0,23 0,27 0,26 
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Die Ry-Werte sind von der Puffermenge bei pu 10,5 weitgehend 
unabhingig. Durch den Zusatz von 10 ml Puffer wird bereits eine gute 
Trennung erzielt ; sehr giinstig ist die saubere Abtrennung aller stérenden 
Nebenprodukte in einem scharfen Band an der Lésungsmittelfront. 

Aus den Versuchsreihen ergibt sich, da8 bei Anwendung von Puffer. 
gemischen der pu-Bereich von 9—1] fiir den Trenneffekt am giinstigsten 
ist. Bei den z. Tl. sehr niedrigen Ry-Werten sind u. U. auch Durchlauf. 
chromatogramme méglich bzw. ist die Methode der mehrfachen Ent. 
wicklung anwendbar. 

Das letztgenannte Lésungsmittelgemisch eignet sich gut fiir die 
Trennung der DNP-Derivate und hat Vorteile, die seinen Gebrauch 
empfehlen, z. B. gute Ausbildung der Flecken, leichte Beschaffung der 
bendtigten Lésungsmittel, rasches Arbeiten und gute Abtrennung der 
Nebenprodukte. 


Herrn Prof. Dr. K.Taufel und Herrn H. Bothe bin ich fiir forderndes 
Interesse und stetes Entgegenkommen zu Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


1. Der Einflu8 von verschiedenen Puffergemischen auf die papier. 
chromatographische Trennung von DNP-Aminosiuren wird bei mehreren 
Lésungsmittelgemischen studiert. Es wird vorgeschlagen, in einem pr- 
Bereich von 9—11 zu arbeiten. 

2. Als neues geeignetes Liésungsmittelgemisch wird das Gemisch 
Butanol-Isoamylalkohol-Athanol-Puffer (20: 20: 6,5: 30 baw. 10) emp. 
fohlen. 
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Uber den Einflu8 der Serumglobuline 
auf das Weltmannsche Koagulationsband 


Von 
H. G. Klingenberg 
Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Graz (Vorstand: Prof. Dr. R. Rigler) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 26. April 1954) 


Durch das Weltmannsche Koagulationsband (WK) wird die Hitze- 
stabilitat eines verdiinnten Serums in Gegenwart von Calciumionen 
gepriift. Diese setzen die Stabilitat herab, die auch wesentlich von der 
Globulinzusammensetzung des Serums abhangt. Es ist bekannt, daB 
die «- und auch die £-Globuline die Stabilitaét erhGhen, die y-Globuline 
sie erniedrigen. Im Sinne zunehmender stabilisierender bzw. abnehmen- 
der labilisierender Wirkung liegt beim WK folgende Reihenfolge vor: 
Ca—y—B-—«e. 

Diese Folge stellt auch zugleich eine Reihung in der Richtung zu- 
nehmenden negativen Ladungsiiberschusses dar. Entsprechende Ver- 
suche zeigten eindeutig, da8 durch Zusatz negativ geladener Substanzen 
zum Serum dessen Hitzestabilitaét erhoht, durch positive dagegen ver- 
mindert wird!. Der Flockungspunkt beim WK ist jedoch nicht vom 
Gehalt des Versuchsansatzes an Calciumionen und einer dieser Globulin- 
fraktionen allein abhaingig, sondern vielmehr vom Verhaltnis dieser 
untereinander. Innerhalb der angegebenen Reihe liegt irgendwo die 
Grenze zwischen positiv und negativ oder, allgemeiner gesagt, labilisie- 
rend und stabilisierend wirkenden Reaktionspartnern. Da man das Cal- 
cium immer, das y-Globulin mit gréBter Wahrscheinlichkeit als labili- 
titsfordernd ansehen muB, war es naheliegend, zwischen y- und £-Glo- 
bulin diese Grenze zu setzen und den Ausfall des WK von der Beziehung 


Ca+y _ 
ma" 


abhingig zu machen?. Die Berechnung des Q-Wertes fiir verschiedene 

Sera an ihrem Flockungspunkt ergab, daB Q von der zur Flockung not- 

wendigen Calciummenge in einer Abhangigkeit stand, die durch die 
Gleichung 

Ca+y 

a+ Bp 

1H. G. Klingenberg, Z. exp. Med. 119, 498 [1952]; H. G. Klingenberg 


u. EF. Moro, Wien. Z. inn. Med. 33, 392 [1952]. 
2-H. G. Klingenberg, diese Z. 293, 63 [1953]. 


= 2,29 — 1,66 Ca (1) 
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wiedergegeben werden konnte. Alle GréBen in dieser Gleichung sind jn 
mg gerechnet. 

Es wurde schon seinerzeit darauf hingewiesen, daB die Gl. (1) nicht 
erfiillt schien, wenn Sera untersucht wurden, deren a- im Verhiiltnis 
zum y-Globulingehalt stérker erh6ht war, wie z.B. Nephrosesera. ( 
wurde in diesen Fallen kleiner gefunden, als es der Calciummenge am 
Flockungspunkt entsprach, bzw. das WK war um ein bis zwei Réhrchen 
geringer verkirzt als erwartet. 

Aus dieser Situation ergibt sich folgende Alternative: Entweder ist 
Gl. (1) an sich nicht giiltig oder es ist die Grenze zwischen dem, was als 
labilisierend und stabilisierend aufzufassen ist, nur zu willkiirlich ge. 
zogen, namlich ausschlieBlich unter Beriicksichtigung der elektrophore. 
tischen Auftrennung der Globuline. 

Fir die Giltigkeit der Gl. (1) spricht, daB sie fiir die gréBere Zahl 
bisher untersuchter Fille zutrifft und selbst die Abweichungen, die sich 
ergeben, nur gradueller, jedoch nicht prinzipieller Natur sind. Dem. 
gegeniiber ist die Aufteilung in y-Globulin als labilisierender und «- und 
/£-Globulin als stabilisierender Faktor recht willkiirlich, schon allein des. 
wegen, weil hier drei Fraktionen nach zwei Eigenschaften geordnet wer. 
den. Es leuchtet ein, daB ein hoher «- und niedriger y-Globulingehalt 
bedingt, daB sich zum mindesten ein Teil des £-Globulins als labilisierend 
verhalten muf. Dies ergibt sich auch aus der Mittelstellung dieser Frak- 
tion im Bezug auf die beiden anderen. Ferner erlaubt die Ampholytnatur 
der Serumproteine, so auch die des /-Globulins, eine Reaktion mittels 
ihrer negativ wie auch positiv geladenen Gruppen. 

Nimmt man also die Giiltigkeit der Gl. (1) an, so ware sie unter 
Beriicksichtigung des wechselnden Verhaltens der Globuline folgender- 
mafen zu formulieren: 


Catyta. 
a+p+a 


x ist hierin der Globulinanteil, der auBer Calcium und y-Globulin noch 
als labilisierend anzusehen ist. Nach Kenntnis des Gesamtproteingehaltes 
des Serums, des Ergebnisses der elektrophoretischen Analyse und des WK 
kann 2 errechnet werden nach: 


= 2,29 — 1,66 Ca. 


a a 229 (% + B) — Ca [1,66 (x + 8) +1] —7 
a 3,29 — 1,66 Ca ° 
y + a baw. a + 2 — x kénnen als der labilisierend bzw. stabilisierend 
wirkende Globulinanteil im Flockungspunkt des WK aufgefaBt werden. 
Es sei demzufolge: 
y+az=l1 und «+f—2z2=s8 

und demnach die allgemeine Gleichung: 

Ca+l1 


~~ = 2,29 — 1,66 Ca. (2) 
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In Tab. 1 sind einige Sera mit den Angaben der hier interessierenden 
Daten zusammengestellt. Es wurden vorzugsweise solche Sera angefiihrt, 
die ein von GI. (1) abweichendes Verhalten zeigten. 


Tab. 1. Calciummenge im Flockungspunkt des Weltmannschen Koagulations- 

bandes; Proteingehalt in 0,1 m! Serum auf Grund der elektrophoretischen Ana- 

lyse; Betrag des auBer y-Globulin labilisierend wirkenden Globulinanteiles z; 

labilisiernde (1 bzw. 1’) und stabilisierende (s bzw. s’) Globulinanteile in Gegen- 
wart bzw. Abwesenheit von Calcium. 
































ri. mg Protein in 0,1 ml Serum 
Nr. | Flok- x l 8 ae rd 
so Alb. | % | % | B | y 
1 | 0,81 | 1,28 | 0,27 | 1,98 | 0,76 | 0,09 | 0,85 | 0,94 | 2,16 | 1,37 | 1,73 
2 | 0,90 | 1,64 | 0,27 | 1,47 | 1,14 | 0,52 | 0,48 | 1,00 | 2,40 | 1,50 | 1,90 
3 | 0,81 | 1,34 | 0,19 | 1,63 | 0,74 | 0,96 | 0,33 1,29 | 2,23 | 1,71 | 1,8] 
4 | 0,81 | 1,20 | 0,14 | 1,91 | 0,84 | 0,59 | 0,68 1,27 | 2,21 | 1,69 | 1,79 
5 | 0,72 | 2,15 | 0,23 | 1,25 | 0,65 | 0,40 0,58 | 0,98 | 1,55 | 1,32 | 1,21 
6 | 0,09 | 1,02 | 0,19 | 1,14 | 0,65 | 0,60 | 0,04 | 0,64 | 1,94 | 1,14 | 1,44 
7 | 0,90 | 1,21 | 0,17 | 1,39 | 0,74 | 0,81 0,06 | 0,87 | 2,24 | 1,38 | 1,73 
8 | 0,81 | 2,12 | 0,22 | 1,12 | 0,60 | 0,98 | 0,02 1,00 | 1,92 | 1,42 | 1,50 
9 | 0,81 | 2,20 | 0,40 | 1,56 | 1,07 | 0,89 | 0,60 1,49 | 2,43 | 1,90 | 2,02 
10 | 0,54 | 0,53 | 0,14 | 1,59 | 0,59 | 0,57} 0,88 1,45 | 1,44 | 1,68 | 1,21 
11 | 0,36 | 4,47 | 0,43 | 0,72 | 1,08 | 1,10] 0,86 1,96 | 1,37 | 2,07 | 1,26 
12 | 0,11 | 2,57 0,80 0,64 | 6,49 |—1,15 | 5,35 | 2,59 | 5,38 | 2,56 











Die Fille Nr. 1 bis 10 umfassen Sera von vier Nephrotikern, Nr. 11 ist ein 
Serum eines Normalen. Der Fall Nr. 12 ist der Literatur entnommen und stammt 
von einem y-Plasmocytom*. Dieser Fall ist insofern interessant, als er gerade das 
Gegenteil der iibrigen, nimlich excessiv hohen y- und relativ niedrigen «- und 
6-Globulingehalt aufweist. Dementsprechend ist x negativ; d.h. das Serum ist 
noch nicht so instabil, wie man erwarten wiirde. Das “-Globulin hat nur zu einem 
Teil als Labilisator wirken kénnen; der Rest entfaltete stabilisierende Wirkung. 

Eine Beziehung zum GesamteiweiB- oder Albumingehalt des Serums 
war nicht zu ermitteln, ebenso auch nicht zum Albumin-Globulin- 
Quotienten. Bedenkt man, daB ein erniedrigter Albumin-Globulin- 
Quotient sowohl auf einer Vermehrung der «- wie auch der y-Globuline 
beruhen kann, wobei das WK sich in beiden Fallen ganz verschieden 
verhalt, dann ist eine solche Abhangigkeit auch nicht anzunehmen. 

Bei den bisherigen Uberlegungen ist stets die Situation am Flok- 
kungspunkt, also in Gegenwart der labilisierend wirkenden Calciumionen 
betrachtet worden. Dabei ist zu beachten, daB das Calcium selbst die 
Aufteilung in labilisierende und stabilisierende Globulinanteile beein- 
fluBt. Es ist anzunehmen, daB durch die Gegenwart der Calciumionen 
mehr Globulin in die Rolle des stabilisierend wirksamen Anteiles ge- 
driingt wird als es den urspriinglichen Verhaltnissen im Serum entspricht. 
Eine direkte Bestimmung dieses Teiles erscheint im Augenblick nicht 

3 F, Wuhrmann u. Ch. Wunderly, Die BluteiweiBkérper des Menschen 
2. Aufl.; B. Schwabe & Co., Basel 1952, S. 281 u. 290. 
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mdglich. Jedoch kann eine néherungsweise Beantwortung dieser Frage 
versucht werden, falls man annimmt, da folgende Proportion gilt: 


ae ene 


8 8 


7° 


G bedeutet die Gesamtglobulinmenge, s’ den stabilisierend wirksamen 
Globulinanteil im nativen Serum. Diese Annahme kann man damit be. 
griinden, da8 der Ausfall des WK schon a priori durch ein derartiges 
Verhaltnis, wie es der Quotient G/s’ darstellt, bestimmt ist. Besonders 
deutlich wird das bei den Modifikationen des WK‘ nach Teufl, Fuente. 
Hita und Jubes sowie Telatycki, bei denen das Calcium nicht gleich. 
zeitig mit den Serumproteinen wirkt, sondern sein Gehalt in derselben 
Serumprobe successiv gesteigert wird. Hierbei ,,titriert‘‘ man gleichsam 
die Stabilitét des Serums in der Hitze. Auch formal ist die Aufstellung 
der Proportion gerechtfertigt, da hier immer die gesamte in Betracht 
kommende Menge in mg ausgedriickt angegeben wird. Es ist demnach: 


i Te 
7 a +@G 
und der im nativen Serum labilisierend wirkende Globulinanteil 
v=—g7 —%’. 


In Tab. 1 sind die Werte fiir s’ und l’ mitangefiihrt. Der Quotient ’/s’, 
gegen die Calciummenge im Flockungspunkt aufgetragen, folgt der Glei- 
chung 








U’/s’ = 2,29 — 1,66 Ca. (3) 
/ 
am Abb. 1. Ordinate: Verhiltnis stabilisierender (s’) zu 
4 labilisierender (J’) Globulinanteile im Serum. Ab- 
szisse: Calcitummenge im Flockungspunkt des Welt- 
0s mannschen Koagulationsbandes. 

















10 
mg Ca-— 


Tragt man hingegen den reziproken Wert s’/l’ gegen die Calcium- 
menge im Flockungspunkt auf (Abb. 1), dann erhalt man eine hyper- 
bolische Kurve, die die Beziehung anschaulicher zeigt. Man erkennt 
deutlich, daB mit wachsendem Wert dieses Quotienten relativ geringere 
Calciummengen zur Flockung notwendig sind. Dies steht mit dem Be- 
fund im Einklang, nach dem bei hohen «-Globulinvermehrungen und 
y-Verminderungen die Verkiirzung des WK nicht den Grad erreicht, den 
man bei linearer Abhingigkeit erwarten wiirde. 


Eine experimentelle Stiitze fiir die getroffene Annahme liefert folgender Ver- 
such: Einem Serum, bei dem im 7, Weltmann-Réhrchen (0,36 mg Ca) Flockung 


4 zit. nach F. Heepe, Die unspezifischen BluteiweiBreaktionen; D. Stein- 
kopff, Darmstadt 1953, S. 107. 
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eintrat, wurden steigende Mengen des stabilisierend wirkenden, negativ geladenen 
Eosins zugesetzt und der Flockungspunkt jeweils bestimmt (Abb. 2). Auch hierbei 
zeigt sich, daB die zur Flockung notwendige Calciummenge nicht linear mit der 
Eosinmenge ansteigt. Der Befund deckt sich mit den seinerzeitigen vergleichenden 
Untersuchungen zwischen dem WK und einer Eosin-Calcium-Reaktion im Serum!, 
bei denen ebenfalls gefunden wurde, daB zur Verhinderung der Hitzeflockung des 
Serums in Gegenwart von 0,90 mg Calcium gréBere, in nicht linearer Abhangigkeit 
stehende Eosinmengen gebraucht wurden, wenn es sich um labile Sera handelte. 
Nebenbei wurde untersucht, an welche SerumeiweiBfraktion das zugesetzte 
Eosin im nativen Serum gebunden wird. Die Papierelektrophorese® zeigte, daB das 
fir sich allein nur wenig anodenwiarts wandernde Kosin zum weitaus gréBten Teil 
vom Albumin gebunden wird, wenn die Konzentration im Serum 20 und 50 mg% 
betrigt. Bei einer Konzentration von 200 mg% fand sich auBerdem noch ein Farb- 
stoffmaximum im Bereich der f- und y-Globuline. Diese Befunde stehen mit denen 
von Kallee und Roth® in Ubereinstimmung. Der qualitative Nachweis des 
Eosins auf dem Elektrophoresepapier gelingt leicht 
durch die Fluoreszenz unter der UV-Analysenlampe. 
Die Stellen der Farbstoffmaxima k6nnen markiert f / 
und ihre ZugehGrigkeit zu den Proteinfraktionen 400 
nach der iiblichen Behandlung des Streifens mit 9 % / 








Amidoschwarz 10 B ermittelt werden. Eosin 
Es darf nach allem als sehr wahrschein- ii } 
lich angenommen werden, daB das WK eine 
Globulinreaktion ist, die das Verhaltnis 
stabilisierender zu labilisierender Globulin- 
anteile anzeigt. Wenn man von der még- 10 7] 
lichen Rolle der Lipoide bei dieser Reaktion mg Ca—= 
absieht, kann man die labilisierenden mit Abb. 2. Ordinate: Eosin- 
den positiv, die stabilisierenden mit den —_ des a A atl 
sie . spe alciummenge im Flockungs- 
negativ geladenen Gruppen identifizieren. punkt des Weltmannschen 
Als Hinweis in dieser Richtung diirfen die Koagulationsbandes. 
friiheren Versuche iiber die stabilisierende 
Wirkung negativ geladener Stoffe (Farbstoffe, Heparin, Fettsiuren) 
und die labilisierende positiv geladener (Farbstoffe, Protamin) gelten1’. 
Die seinerzeit geiéuBerte Vermutung, da der Ladungsausgleich fiir 
den Eintritt der Flockung von entscheidender Bedeutung ist, m. a. W. 
das Flockungsprodukt nur einen geringen LadungsiiberschuB besitzt, 
wird noch dadurch erhartet, daB es gelingt, auch durch einen kiinst- 
lich herbeigefiihrten Uberschu8 an positiven Ladungstrigern, die 
Flockung zu verhindern, wie nachstehender Versuch zeigt: 

Der Flockungspunkt eines Serums wurde bei 0,75 mg Calcium gefunden. Bei 
Steigerung der Calciummenge bis auf 225 mg wurde die Flockung nach Durchlaufen 
einer breiten Maximumszone wieder schwiacher und blieb bei 250 mg Calcium aus. 
Verwendet man an Stelle des Calciums das wesentlich wirksamere dreiwertige 
Aluminiumion, so liegt der Flockungsbereich zwischen 27 und 108 ug Aluminium. 
Hierbei wurde eine 0,001-m. Aluminiumchlorid-Lésung in 0,5-m. Natriumacetat, 
pu 4,2 benutzt. Die nicht geflockten Réhrchen mit hohem Calcium- bzw. Alu- 
miniumgehalt flockten auf Zusatz eines negativ geladenen Stoffes. Es war also zu 
einer Umladung gekommen, wobei der positive Ladungsiiberschu8 groB genug war, 


5 W. Grassmann u. K. Hannig, diese Z. 290, 1 [1952]. 
6 KE. Kallee u. E. Roth, Z. Naturforschg. 8b, 34 [1953]. 
7H. G. Klingenberg, diese Z. 291, 16 [1952]. 























904 H. G. Klingenberg, Bd. 297 (1954) 


un die Hitzeflockung zu verhindern. Auch hier bestehen, wie aus einigen orien. 
tierenden Versuchen hervorging, Unterschiede zwischen den einzelnen Sera, die 
wieder auf das Verhialtnis s’/l’ zuriickgefiihrt werden kénnen. 

Der Quotient s’/l’ bestimmt also letzlich den Ausfall des WK und 
dessen Modifikationen. Da er rein empirisch aus der Elektrophorese und 
dem WK abgeleitet ist und auf Grund der getroffenen Annahmen i.icht 
den Anspruch absoluter numerischer Giiltigkeit erheben kann, sei vor. 
geschlagen, ihm die nichts vorwegnehmende Bezeichnung Stabilitits- 
index beizulegen und in diesem das relative Ma8B der Serumstabilitit zu 
sehen, das durch das WK erfaBt wird. Als normal ist ein Wert um 0,60 
anzusehen; ein verkiirztes WK zeigt demnach einen héheren, ein ver. 
langertes einen niedrigeren Stabilitatsindex an. 

Unter den angefiihrten Vorbehalten kann aus dem WK mit Hilfe 
des Stabilitatsindex der prozentuelle Globulinanteil ermittelt werden, 
der stabilisierend bzw. labilisierend wirkt. Setzt man die Gesamtglobu- 
linmenge gleich 100, und bezeichnet man den Stabilitiétsindex mit 8S, 
dann ist, da l’ = G — s’ ist, 

‘oi coe =S und daraus %s8’ = i 2 3° 100. 
Da S der reziproke Wert der GI. (3) ist, kann s’ in Prozent auch wie folgt 
ausgedriickt werden: 
i pee 100 
708" = 399 — 1,66 Ca 
In Tab. 2 sind die Werte fiir S und die Prozent s’ und lI’, die sich 


aus dem WK ergeben, zusammengestellt. 


Tab. 2. Zusammenhang zwischen dem Ausfall des Weltmannschen Koagulations- 
bandes und dem Stabilitatsindex S sowie der sich daraus ergebenden stabili- 
sierenden (s’) und labilisierenden (/’) Globulinanteile. 




















Weltmann 
- S o/ 3’ 0o/ lV’ 
— mg Ca /0 70 
‘J 0,90 1,26 55,8 44,2 
2 0,81 1,07 61,7 48,3 
3 0,72 0,92 47,9 52,1 
4 0,63 0,81 44,7 55,3 
5 0,54 0,72 41,8 58,2 
6 0,45 0,66 39,8 60,2 
7 0,36 0,60 37,5 62,5 
8 0,27 0,55 35,5 64,5 
9 0,18 0,51 33,8 66,2 
10 0,09 0,47 32,0 68,0 
Zusammenfassung 


Das Weltmannsche Koagulationsband ist sehr wahrscheinlich eine 
Globulinreaktion, die das Verhaltnis von stabilisierenden zu labilisie- 
renden Globulinanteilen anzeigt. Diese stehen in engem Zusammenhang 
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mit den wirksamen negativ bzw. positiv geladenen Gruppen der Serum- 
proteinfraktionen. Die Stabilitaét steigt mit zunehmendem Ladungs- 
iiberschuB des in der Hitze entstehenden Reaktionsproduktes. Es wird 
eine empirisch gewonnene Gleichung mitgeteilt, die die Feststellung des 
stabilisierenden und labilisierenden Globulinanteiles niherungsweise er- 
laubt. Das fiir den Ausfall des Weltmannschen Koagulationsbandes 
entscheidende Verhaltnis dieser beiden Anteile zueinander wird durch 
den Stabilitétsindex des Serums ausgedriickt. 
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Uber Proteine und deren Abbauprodukte 


XI.1 Untersuchungen iiber Auftrennung und Zusammensetzung 
eines partiellen Hydrolysats der Gelatine mit Hilfe von Ionenaustauschern 
Von 
Kurt Heyns und Godehard Wolff 


Aus dem Chemischen Institut der Universitit Hamburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. September 1953) 


Die bisherigen Untersuchungen iiber die Auftrennung der komplex 
zusammengesetzten Abbauprodukte von partiellen Hydrolysaten der 
Gelatine mit Hilfe von Lésungsmitteln, Fallungsmitteln oder durch 
Umwandlung in Derivate, durch Gegenstromverteilung und chromato- 
graphische Verfahren hatten im wesentlichen eine Autteilung nach Lés. 
lichkeitseigenschaften und MolekiilgréBen erméglicht. Der unterschied.- 
liche Anteil an sauren, basischen und neutralen Aminosdurebausteinen 
in den vorliegenden Polypeptidgemischen bedingt ein unterschiedliches 
isoelektrisches Verhalten der Bestandteile und erschwert dadurch die 
Auftrennung. Es war zu kliren, in welchem Umfang die Partialhydro- 
lysate mittels Ionenaustauscherwirkung in iiberwiegend saure bzw. basi- 
sche oder aber lediglich neutrale Bausteine aufweisende Peptidgemische 
getrennt werden kénnen und in welchem AusmaB bereits freie Amino- 
séuren vorliegen. 

Wir priiften zunichst, ob eine quantitative Trennung von Modell- 
gemischen von freien sauren, basischen und neutralen Aminosauren mit 
den Amberliten IR-4 B und IR-C 50 méglich ist, wie dies bereits fiir die 
Wofatite von Th. Wieland sowie Rauen und Felix? gezeigt werden 
konnte und ob dies vor allem auch noch bei stark unterschiedlichen 
Mengenverhiltnissen der Einzelkomponenten der Fall ist. Es zeigte sich, 
daB eine Trennung von Glutaminsiéure-Glykokoll-Gemischen auch bei 
sehr verschiedenen Mengenverhaltnissen quantitativ durchfiihrbar ist; 
das gleiche gilt fiir Arginin-Glykokoll-Gemische. Die Auftrennung eines 
mit Salzséure erhaltenen Hydrolysats von 1,5 g Gelatine in die sauren, 
basischen und neutralen Aminosauren an den genannten Austauschern® 

ergab eine vollstandige Auftrennung des Hydrolysatgemisches in basi- 
sche, saure und neutrale Aminosiuren; die braunlich gefarbten Humin- 
anteile gingen bei der Elution in die saure Fraktion. 





1 X. Mitteil.: K. Heyns, W. Walter, diese Z. 294, 111 [1953]. 

* Th. Wieland, Ber. dtsch. chem. Ges. 77,539 [1944]; H.M. Rauen, 
K. Felix, diese Z. 283, 139 [1948]; vergl. auch die Zusammenfassung von 
F. Nachod, Ion Exchange, Academic Press Inc., New York 1949. 

3 Vergl. auch J.C. Winters, R. Kunin, Ind. Engng. Chem. 41, 460 [1949]. 
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‘s wurde nunmehr ein Partialhydrolysat aufgeteilt, das bis zu einem 
Verhiiltnis von Aminostickstoff zu Gesamtstickstoff von etwa 1:4 abge- 
baut worden war*>, Die Entfernung der Salzsiure nach der Desorption 
aus den Eluaten erfolgte durch Destillation bei 16—20°/1 mm, nachdem 
mvor festgestellt worden war, daB unter diesen Bedingungen keine wei- 
tere Spaltung der in den Gemischen vorliegenden Polypeptide eintreten 
konnte. In den Fraktionen ergab sich folgende Stickstoffverteilung : 

Saure Fraktion 22,3°/, N,, basische Fraktion 25,1°/, N,, neutrale Fraktion 

52,9°/, Nz vom Gesamt-Stickstoff. 

Diese Werte entsprechen etwa der Verteilung in Gewichtsprozenten. 

Die zweidimensionale papierchromatographische Untersuchung ergab, 
daB die neutrale Fraktion praktisch alle freien Aminosdéuren mit Aus- 
nahme der sauren und der basischen Aminosauren enthielt. Die inten- 
siven Flecke von Glykokoll, Alanin, Prolin, Valin und Leucin sowie die 
schwiicheren von Threonin, Oxyprolin, Methionin und Phenylalanin 
waren eindeutig zu identifizieren. In der sauren Fraktion waren die 
Flecke von Glutaminséure und Asparaginséure und in der basischen 
Fraktion die von Lysin und Arginin vorhanden. Daneben sind jeweils 
zahlreiche weitere Substanzen auf den Papierchromatogrammen erkenn- 
bar, die auf Grund ihrer Ry-Werte und der Erfahrungen mittels Aus- 
schneidetechnik und Hydrolyse® vor allem Di-, Tri- und Tetrapeptide 
darstellen. Ein groBer Teil der Substanz war auf dem Startpunkt sitzen 
geblieben oder nur geringfiigig gelaufen. Eine Verlingerung der Entwick- 
lungszeit brachte kaum eine Veranderung der Lage dieses oberen Teils 
der Chromatogramme’®. 

Um festzustellen, ob bei den auf dem Startpunkt hingengebliebenen 
hdheren Polypeptiden eine Fraktionierung in der Weise eingetreten sein 
kénnte, daB bestimmte Aminosduren in geringerer Menge oder ange- 
reichert anzutreffen sind, wurde der obere Teil der Chromatogramme 
ausgeschnitten, eluiert und hydrolysiert. Die Priifung der Hydrolysate 
ergab bei allen 3 Fraktionen weitgehend iibereinstimmend, daB die in 
der Gelatine vorkommenden Aminoséuren nebeneinander vorhanden 
waren. DaB jedoch eine Auftrennung des partiellen Hydrolysats nach 
isoelektrischen Punkten erfolgt ist, wird neben dem Vorhandensein der 
freien Aminosiuren in den 3 Fraktionen auch durch die Lage der Abbau- 
produkte auf den zweidimensionalen Chromatogrammen bestiatigt. Die 
unterschiedlichen isoelektrischen Punkte der auf dem Startpunkt ver- 
bliebenen héheren Peptide, die, wie deren Hydrolyse aufzeigte, saure, 
basische und neutrale Aminoséuren nebeneinander zugleich enthalten, 
miissen durch das Uberwiegen der Zahl der sauren Bausteine iiber die der 
basischen oder umgekehrt, oder aber durch gleichmaéBige Verteilung in 
der durch beide Saulen hindurchgelaufenen neutralen Fraktionen be- 
4 K. Heyns, G. Anders u. E. Becker, diese Z. 286, 102, 118 [1950]. 


5 K. Heyns u. G. Anders, diese Z. 287, 109, 119 [1951]. 
® Vergl. auch K. Heyns u. W. Walter, Naturwissenschaften 39, 64 [1952]. 
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dingt sein. Es ist also eine wirksame Aufteilung des Partialhydrolysats 
durch die Anwendung der Ionenaustauschersiulen erreichbar. 

Nachdem das Vorhandensein von freien basischen, sauren und neu. 
tralen Aminoséuren in den jeweiligen Austauschereluaten bzw. in der 
Durchlauflésung festgestellt war, bestimmten wir deren Anteil im 1:4. 
-artialhydrolysat nach der manometrischen Methode mit Ninhydrin 
nach van Slyke? in der Modifizierung von Schlayer® in der Warburg. 
Apparatur. Dabei reagieren die freien Aminosdiuren unter Entwickiung 
von 1 Mol. Kohlendioxyd (Asparaginsiure liefert 2 Mboll.), wahrend 
Dipeptide und héhere Peptide nur in einem zu vernachliassigendem Aus. 
ma an der Reaktion teilnehmen (Fehlergrenze 1—3°%). 

Auf ein mittleres Molekulargewicht der jeweils in der Fraktion vor. 
handenen Aminosaéuren bezogen und umgerechnet auf ihren Anteil am 
Gesamt-Partialhydrolysat ergab sich als 

Anteil der freien neutralen Aminosiuren am Partialhydrolysat 5,7°/, 

Anteil der freien basischen Aminosiuren am Partialhydrolysat 1,6°/, 

Anteil der 2 sauren Aminosiuren am Partialhydrolysat. . . . 1,2°/, 

“insgesamt: 8,5, 

Eine Gesamtbestimmung im Partialhydrolysat ergab mit 6,5°% an 
gesamten freien Aminosauren einen etwas geringeren Wert. 

Eine bis zum Verhiltnis von Aminostickstoff zu Gesamtstickstoff 
von 1:4 partiell hydrolytisch abgebaute Gelatine enthalt demnach be. 
reits simtliche in diesem Protein vorkommenden Aminosauren in freier 
Form zu etwa 7—8%. Fiir den aminosiurefreien Anteil des Hydrolysats 
erhéht sich damit das Abbauverhaltnis auf iiber 1:5. Ein 1:4-Partial- 
hydrolysat enthalt nebeneinander von freien Aminoséuren angefangen 
iiber Di- und Tripeptide gréBere Anteile bis mindestens zu Hexa- und 
Heptapeptiden. Eine Auftrennung dieses Gemisches in saure, basische 
und neutrale Fraktionen ist durch Behandlung mit Austauschern durch- 
fiihrbar, doch enthalten die Polypeptide dieser Fraktionen immer noch 
jeweils saure, basische und neutrale Bausteine, was auf eine ziemlich 
gleichmaBige Verteilung der funktionellen Gruppen im Gesamtmolekiil 
hinweist. 


Beschreibung der Versuche 
Trennungen mit Ionenaustauschern 


Am berlite IR — 4B: Das iiber Nacht unter Wasser gequollene Harz wurde 
durch abwechselnde Behandlung mit 1-n.Ammoniak und 1-n.Salzsiure aktiviert. 
Nach mehrmaligem Wechsel wurde die OH-Form des Austauschers mit 0,003-n. 
Salzsiure auf py 3—4 eingestellt. Nach Waschen mit dest. Wasser wird der Aus- 
tauscher mit Wasser aufgeschlammt und in Glasrohre von 6 mm lichtem Durch- 


7 D.D. van Slyke, I. Page-E. Kirk, J. biol. Chemistry 102, 635 [1933]; 
D.D. van Slyke u. R.T. Dillon, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 34, 362 [1936]; 
D. D. van Slyke, D. A. Mac Fadyenu. P. Hamilton, J. biol. Chemistry 141, 
627 [1941]; 150, 251 [1943]. 

8 C. Schlayer, Biochem. Z. 297, 395 [1938]. 
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messer gefiillt. Es diirfen keine Luftblasen zwischen den Harzkérnern bleiben; die 
Siule darf nie trocken laufen. 

Amberlite IR — C50: Die Vorbereitung geschah in gleicher Weise. Die 
Na-Form wurde mit 0,1-n.Acetat-Puffer (0,6 g Eisessig und 13,6 g Natriumacetat 
3H,0 in 1000 cem Wasser) auf pH 4,7 eingestellt. 

In folgenden Gemischen erfolgte quantitative Trennung, die papierchromato- 
graphisch kontrolliert wurde: 


Amberlite IR-4 B (6 g Harz), py 3—4 Amberlite IR-C 50 (6 g Harz), py 4,7 








Einwaagen: Einwaagen: 

g Glutaminsaure g Glykokoll g Arginin-HCl | g Glykokoll 
0,098 0,401 0,128 0,422 
0,170 0,337 0,201 0,164 
0,283 0,209 0,242 0,319 
0,318 0,110 0,338 0,110 


In den Gemischen: 0,4082 g Glutaminsaure + 0,3106 g Glykokoll, 
0,4106 g Glutaminsaure + 0,3320 g Glykokoll 


wurde die quantitative Trennung an Amberlite IR-4B (6 g Harz pa 3—4) durch 
N-Best. (Kjeldahl) nachgewiesen. Jede Einwaage wurde in 100 ccm Wasser gelést. 
10 cem der Ausgangslésung wurden zur N-Best. abpipettiert. Die restlichen 90 ccm 
liefen durch die Saule. Tropfgeschwindigkeit 40—50 cem pro Stunde. Mit 200 ccm 
Wasser nachwaschen, Filtrat auf 300 ccm auffiillen. 50 ccm dienten zur Stick- 
stoff-Bestimmung. Eluiert wurde mit 200 ccm 1-n.Salzsiiure und das Eluat auf 
250 cem aufgefiillt. In 50 cem erfolgte Stickstoff-Bestimmung. 








Substanz mg N ber. mg N gef. ®°. d. Theorie 
Ausgangslésg.1 . .... 87,2 86,8 99.6 
Filtrat = Gly kokoll ees 52,2 52,3 100,2 
Eluat = Glutaminsaure . . 35,0 34,8 99,4 
Ausgangslésg.2. . ee 91,0 90,7 99,7 
Filtart — = Gly kokoll are 55,8 56,0 100.3 
Eluat = Glutaminsiure. . 35,2 35,1 99,7 


Der Blindwert der Saule von 0,6 mg Stickstoff fiir 200 ccm Fliissigkeit ist 
fiir die Werte von Filtrat und Eluat beriicksichtigt worden. 


In ahnlicher Weise ergaben: 0,2039 g Arginin-hydrochlorid+0,3046 g Glykokoll 
0,2001 g Arginin-hydrochlorid+0,3488 g Glykokoll 


bei Behandlung mit 6 g Amberlite IR-C 50 bei pu 4.7 











Substanz mg N ber. mg N gef. °% d. Theorie 
Ausgangslésg.1 ..... 100,0 99,4 99,4 
Filtrat = Glykokoll .. . 61,2 51,1 99,8 
Eluat = Arginin-hydrochlorid 48,8 48,1 98,6 
Ausgangslésg.2 .... 106,5 106,3 99,8 
Filtrat = Glykokoll . . 58,6 58,6 100,0 
Eluat= Arginin-hy drochlorid 47,9 47,5 99,2 


Der Blindwert der Saule fiir 200 ccm Flissigkeit betrug 0,3 mg Stickstoff. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 297 14 
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Totalhydrolysat: 1,5 g Gelatine wurden mit 20 ccm 20-proz. Salzsiur 
14 Stdn. unter RiickfluB gekocht und anschlieBend die Salzsiure durch 1ehy. 
maliges Einengen im Vak. entfernt. Der Riickstand wurde in 100 com Wasser gelist 
und nach Einstellung von py 4 fiir die Trennung eingesetzt. Die Lésung lief zuers 
iiber den schwach basischen Austauscher, und das Filtrat anschlieBend iiber dey 
schwach sauren. Die papierchromatographische Untersuchung des Filtrats und der 
Eluate erwies eine vollstiéndige Auftrennung der sauren, basischen und neutraley 
Aminosauren. 


Partielles Hydrolysat: 1,7 g eines partiellen Hydrolysats der Gelatine, 
das durch 7-tagige Saurehydrolyse mit 25-proz. Schwefelsiure bei 30° und an. 
schlieBende Neutralisation mit Bariumhydroxyd erhalten worden war (siehe auch 
1. c.°), wurden in 100ccm Wasser gelést und auf pq 4 eingestellt. Die so vorbereitete 
Lésung passierte nacheinander beide Austauscher. Als Elutionsmittel dienten fiir 
den Austauscher IR-4 B 1-n.HCl und fiir den Austauscher IR-C50 0,1-n.HCi, 


Das Mengenverhaltnis der drei Fraktionen wurde durch Stickstoffbestim. 
mungen nach Kjeldahl ermittelt. Zwei gleich groBe Teile einer Ausgangslésung 
wurden unabhangig voneinander iiber die beiden Austauscher gegeben und in beiden 
Versuchen die Stickstoffmengen im Filtrat und Eluat bestimmt. Der Stickstoffwert 
vom Filtrat des Austauschers IR-4 B setzt sich aus dem neutralen und dem basischen 
Anteil zusammen, der vom Filtrat des Austauschers IR-C50 aus dem neutralen 
und dem sauren. Zieht man den Wert des Eluats IR-C.50 vom Filtrat IR-4B ab und 
umgekehrt, so kommt man zu der GréBe des neutralen Anteils. 


























Amberlite IR —4B Amberlite IR — C 50 
mg N YN mg N ON 
Ausgangslésg.. .. .. 248,4 100 248,4 100 
QL, | re 194,8 78,4 187,8 75,6 
Eluat = saure Frakt. . 56,0 22,5 | = bas. Frakt. 62,8 25,2 
250,8 100,9 250,6 100,8 
Stickstoffwert der Saule 1,4 0,6 0,9 0,4 
249.4 100,3 249,7 100,4 
mg N oN mg N | 
Filtrat IR-4 B 194,8 78,4 IR-C50 187,8 75,6 
Eluat IR-C 50. .... 62,8 25,2 IR-4B 56,0 22,5 
Neutrale Frakt. . .. 132,0 53,2 131,8 53,1 





Bestimmung der freien Aminosauren nach van Slyke 


Die Bestimmung erfolgte in Warburg-Manometern mit Zwischenhahn und 
einsatzlosen ReaktionsgefiBen. Der Kapillarhahn diente zur Trennung des Reak- 
tions- und Manometerraumes wahrend der Umsetzung. Die 1 ccm betragende Unter- 
suchungslésung enthielt 0,250—0,700 mg Aminosauren, von den Fraktionen bis zu 
2,270 mg. Man sauerte die Losung durch Zugabe von 100 mg KH,PO, an. Im 
iibrigen wurde nach den Vorschriften von Schlayer® gearbeitet. Alle Einwaagen 
wurden durch Auflésen der 20—100fachen Substanzmenge und Auspipettieren von 
1 ccm erhalten. Asparaginsiure gab wie erwartet 2 Moll. CO, pro Mol. Aminosaure 
ab. Die freien Aminosiuren wurden zu 97—103% d. Theorie wiedergefunden. 
Glycylglycin liefert einen CO,-Betrag entspr. 1%. 


8 C.Schlayer, Biochem. Z. 297, 395 [1938]. 
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Partielles Hydrolysat 








Substanz | mg Einwaage | mg A.-S. gef. % freie A.-S. 
Ges.-Hydrolysat . . . 3,310 0,212 (125) 6,4 
0,204 6,2 
0,222 6,6 
neutr. Fraktion ... 1,394 0,145 (121) 10,4 
0,151 10,8 
0,152 10,8 
gaure Fraktion ... 2,270 0,134 (106) 5,9 
0,128 5,6 
0,125 5,5 
basische Fraktion . . 0,649 0,042 (160) 6,5 
0,046 7,0 
0,044 6,7 








Die Zahlen in den Klammern bedeuten die zugeh6rigen mittleren Molekular- 
gewichte. 


Papierchromatographie® 


Auf eine Wiedergabe der Papierchromatogramme wird verzichtet. Papier 
2043b der Firma Schleicher & Schiill. Entwicklung mit n-Butanol und Eisessig 
(9: 1), wassergesattigt, in 30 Std. und Pyridin, Isoamylalkohol und Wasser (7 : 7 : 6), 
in 36—48 Stunden. 

Von den Fraktionen lieB man 1000 y, von den Totalhydrolysaten 200—400 y 
und von den Aminosauren 15—20 v auftropfen. Eine Ausnahme bildete der Nach- 
weis von Glykokoll neben Glycylglycin, die sich nur in Pyridin/Isoamylalkohol 
auf dem Papier 602h: p trennen lieBen (Entwicklungszeit 48 Stdn.). Anfarben 
durch Einspiihen mit 0,1-proz. Ninhydrinlésung in wassergesattigtem n-Butanol. 


Zusammenfassung 


Die Fraktionierung eines partiellen Hydrolysates von Gelatine mit 
einem schwach basischen Anionenaustauscher und einem schwach sauren 
Kationenaustauscher wurde untersucht. 

Nachdem sich eine quantitative Auftrennung von Modell-Gemischen 
von sauren, basischen und neutralen Aminosiuren einwandfrei durch- 
fiihren lie, wurde ein Partialhydrolysat der Gelatine in eine saure, eine 
basische und eine neutrale Fraktion aufgeteilt und diese einzeln weiter 
untersucht. Die in der jeweilig erhaltenen sauren, basischen und neu- 
tralen Fraktion vorliegenden héheren Peptide enthalten nach Hydrolyse 
die gleichen Aminosauren. 

Samtliche in der Gelatine vorkommenden Bausteine sind als freie 
Aminoséuren im Partialhydrolysat bereits nachweisbar und wurden 
quantitativ ermittelt. 


® Zur Methodik vergl. Heyns und Anders*®. 








e ° r oo . . ee 
Uber die \ eranderung der Aktivitaét von Enzymen 
in Lymphknoten bei entziindlichen Prozessen 


Von 
Piero Gullino'! 


Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Technischen Hochschule Miinchen, 
Labor Prof. Waldschmidt- Leitz 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Mai 1954) 


Fiir die Organe des lymphatischen Systems, insbesondere fiir die 
Lymphknoten, hat man aus histologischen Befunden gefolgert, da 
ihnen schon unter physiologischen Verhiltnissen ein erheblicher Stoff. 
wechsel zukommen miisse, der unter pathologischen Bedingungen, z. B. 
im Verlaufe entziindlicher Vorgiinge, eine betrichtliche Steigerung 
erfahre®. Diese histologischen Befunde bediirfen einer Stiitzung und 
Ergainzung mit biochemischen Methoden durch vergleichende Messungen 
enzymatischer, Einzelwirkungen; denn die enzymatischen Aktivititen 
sind fiir das Ausma8B der Stoffwechselvorgiinge kennzeichnend. Zudem 
haben besondere Erfahrungen gezeigt, da sich die morphologischen 
Veranderungen des lvmphatischen Systems, die man in der Human- 
pathologie beobachtet, in Experimenten an Kaninchen reproduzieren 
lassen; Beobachtungen am Tier erlauben also Riickschliisse auf die Ver. 
haltnisse beim Menschen*. Im Tierversuch verfiigt man iiber die Még- 
lichkeit, an Beispielen réumlich getrennter, aber symmetrisch angeord- 
neter lymphatischer Organe, wie sie in den Extremititen gegeben sind, 
nach Hervorrufung pathologischer, z. B. entziindlicher Reize auf der 
einen Seite die Veranderungen in der enzymatischen Aktivitat dieses 
Organs unmittelbar mit der des Organs der gegeniiberliegenden Seite zu 
vergleichen, das unter physiologischen Bedingungen verbleibt. 

So bestimmte man die jeweilige Aktivitaét einiger Vertreter von 
Enzymgruppen mit spezifischer Aufgabe, nimlich von Katalase und 
Succinodehydrase, von Dipeptidase, von Esterase und Phosphatase, 
, Saurer** wie ,,alkalischer‘4; Versuche zur Bestimmung von Proteinase 





1 Institut fiir Pathologische Anatomie der Universitat Torino, Italien. 
* L. Aschoff, Verh. Anat. Ges. Suppl. Anat. Anz. 87, 152 [1938]; 
J. Gillman u. T. Gillman, Clin. Proc. 8, 222 (1948); G. Motturau. P. Gullino, 
Atti Soc. Ital. Pathol. 3, 73 [1953}. 

3 J. Rudebeck, Virchow’s Arch. pathol. Anatom. Physiol. klin. Med. 254, 
504 [1932]; G. Muratori, Ric. Morfol. 22, 1 [1947]; C. A. Adamson, Acta med. 
scand, 138, Supp]., 227 [1949]; P. Gullino, Arch. Scienze med. 75, 67, 95, 
127, 151 [1950]. 

4 Zur Vergleichbarkeit wurden die Ergebnisse der einzelnen Enzymbestim- 
mungen jeweils auf 1 mg Stickstoff des Gewebes bezogen. 
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ynd-von Amylase wurden wegen der beobachteten Geringfiigigkeit der 
Wirkungen nicht weiter verfolgt. 

Die gewiinschte entziindliche Verinderung an einer Extremitat, 
die bekanntlich auch eine Lymphdriisenentziindung zur Folge hat, wurde 
durch verschiedene Ma8nahmen erreicht: einmal durch Injektion einer 
kérperfremden, reizauslésenden Substanz wie Crotonél, also auf asep- 
tischem Wege, zweitens durch Hervorrufung eines septischen Prozesses 
mittels pyogener Mikroorganismen, endlich durch Unterbrechung des 
Blut- und Lymphstroms mittels Abbindens der Extremitat, also ohne 
eine Beteiligung auBerer Wirkstoffe; man verfolgte dabei die Verande- 
rung der enzymatischen Aktivitiiten wahrend der verschiedenen Stadien 
des Entziindungsverlaufs, wie in nachstehendem Schema skizziert: 


a) in physiologischem Zustand 

(an der unbehandelten Extremitit) 
b) mit Lymphoadenitis 

hervorgerufen durch 


[~ Peete a ” 
ein artfremdes Agens dl ; Abbinden des lympha- 
(Croton6]) pyogene Mikroorganismen tischen Gebiets 
a aaa ne | & 7 7 
jeweils 
i secre ib han Sead metas | Qe) Bian oe, as Sek 
zur Zeit des Uberwiegens zur Zeit des Auftretens zur Zeit reiner Hyper- 
exsudativer Prozesse einer Hyperplasie bei noch _plasie nach Ausheilung 
(nach 5—30 Stdn.) bestehender Entziindung der Entziindung 
(nach 8—10 Tagen) (nach 20—30 Tagen). 


Der Vergleich der einzelnen enzymatischen Wirkungen unter physio- 
logischen Bedingungen in den Lymphknoten verschiedenen Ursprungs 
beim Kaninchen, am gleichen Tier bestimmt, z. B. aus der Kniekehle, 
aus der Achselhéhle oder dem Mesenterium, hat keine wesentlichen 
Aktivitaétsunterschiede ergeben ; man findet sie in iiberraschendem MaBe 
konstant. Als einzige Ausnahme ist die im Vergleich zu dem iibrigen 
lymphatischen System bedeutend, drei- bis viermal héhere Aktivitat der 
,alkalischen‘‘ Phosphatase in den Mesenterial-Lymphknoten hervor- 
zuheben; obwohl diese Beobachtung an wahrend 48 Stdn. niichtern ge- 
haltenenTieren gemacht wurde, besteht offenbar ein Zusammenhang 
zwischen dem erhéhten Gehalt der Mesenterial-Lymphknoten an dem 
Enzym und der von anderen Autoren® beschriebenen Steigerung der 
Menge ,,alkalischer“‘ Phosphatase in der Intestinal-Lymphe wahrend der 
Verdauung. 

Demgegeniiber ergibt der Vergleich der Enzymwirkungen in den 
Lymphknoten der Extremititen unter pathologischen Bedingungen, bei 





5 E.V. Flock u. J. L. Bollmann, J. biol. Chemistry 175, 439 [1948]; 184, 
523 [1950]. 
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entziindlichen Vorgangen oder deren Folgeerscheinungen, den Tab, | 
veranschaulicht, ein wesentlich anderes Bild. 


Tab. 1. Vergleich der enzymatischen Aktivitaét von Lymphknoten 
in pathologischem Zustand. 


(Angaben beziehen sich auf die pathologisch veranderte Extremitat gegeniiber der 

vergleichsweise bestimmten normalen und bedeuten: + = erhdht, — ~ er. 

niedrigt, + = betrachtlich schwankend, 0 = unverandert bzw. zur Norm zuriick. 

gekehrt; Stadium 1 = zur Zeit des Uberwiegens exsudativer Prozesse [nach 5 bis 

30 Stdn.), Stadium 2 = zur Zeit des Auftretens einer Hyperplasie bei noch bestchen. 

der Entziindung [nach 8—10 Tagen], Stadium 3 = zur Zeit reiner Hyperplasie 
nach Ausheilung der Entziindung [nach 20—30 Tagen]). 














Lymphoadenitis hervorgerufen durch 

Gepriift. Enzym Crotonél Mikroorganismen| Ischimie 
Stadium 1 2 3 1 2 3 es: 

BUIMIARe en bbe os ks ws + + 0 spe aie we, =e ail, 
Succcinodehydrase .... . 0 0 O 0 0 O 0 0 
Dipeptidase. ........ 0 0 0 0 0 0 0 0 
eS —- — 90 —- — 0 + 0 
,saure’ Phosphatase ... . —- — 0 — =< | Be 
,Alkalische*“* Phosphatase . . - = £4 =a a * 0 0 


Die in den Lymphknoten unter den gewihlten pathologischen Be- 
dingungen auftretenden Verainderungen der einzelnen enzymatischen 
Aktivitaten sind, wie Tab. 1 erkennen la8t, durchaus keine gleichsinni- 
gen; sie kénnen also auch wohl kaum dem gleichen Mechanismus unter- 
liegen. Succinodehydrase wie auch Dipeptidase findet man in allen Fallen 
unverandert ; die Aktivitaét der Katalase erfahrt in den Stadien der Ent- 
zindung (1 und 2), gleichviel, auf welche Ursache dieselbe zuriickgeht, 
eine erhebliche Steigerung, wihrend beispielsweise die Aktivitat der 
Esterase oder die der Phosphatasen eine Abnahme aufweist bzw. bei 
Ischémie ein uneinheitliches Verhalten zeigt. 


Man wird zur Erklarung dieser verschiedenen Reaktionsweise des 
lymphatischen Gewebes jeweils verschiedene Ursachen zu suchen haben; 
diese sind aber noch nicht erkennbar. Auch der Versuch beispielsweise, 
die bei der Entziindung eintretende Erhéhung der katalatischen Aktivi- 
tat etwa auf den dann stark erhéhten Gehalt des lymphatischen Gewebes 
an Leukocyten® zuriickzufiihren, scheitert an der Tatsache, daB die auf- 
tretende hohe Katalaseaktivitaét auch wihrend des zweiten Stadiums der 
Entziindung unverandert erhalten bleibt (vgl. den Versuchsteil), in dem 
die Zahl der Leukocyten gegeniiber der der Zellen des lymphatischen 
Gewebes vergleichsweise bereits wesentlich erniedrigt ist; denn die vor- 
genommene Reduktion der Aktivitaétsbestimmungen auf den Stickstoff- 
gehalt des Gewebes erlaubt den Einflu8 der Zellvermehrung durch 
Hyperplasie bei der Beurteilung der Ergebnisse auszuschalten. Dies gilt 


6 K. Fukuchi, Arb. Anatom. Inst. Univ. Kyoto, Ser. D, Heft 5, 171 [1935/36]. 
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auch fiir die Beurteilung des Befundes, da8 iibereinstimmend in allen 
Fillen reiner Hyperplasie als einer Folgeerscheinung der Entziindung 
(Stadium 3) die enzymatischen Aktivitéten zur Norm zuriickkehren, 

wunabhangig davon, ob wahrend der Entziindungsstadien eine Steigerung 
= oder eine Erniedrigung beobachtet wurde. Die enzymatische Ausriistung 
—a Zellen im Stadium der Hyperplasie ist also von der normaler Zellen 
‘uriick. § dicht zu unterscheiden. 


te bis Hinzuzufiigen bleibt, weil aus der Tabelle nicht ersichtlich, daB die 
rplasi, | Vetinderungen in der enzymatischen Aktivitét der Lymphknoten, wo 

solche zu bemerken sind, bei den durch Croton6l oder auch durch Mikro- 
—_ §— organismen bedingten entziindlichen Vorgingen stets nur die behandelte 


Tab, ] 










































h Extremitaét, nicht auch die korrespondierende unbehandelte betreffen, 
mie daB sie also rein lokalen Charakter zeigen, wihrend bei der durch Ab- 
3 binden einer Extremitaét erzeugten Ischiimie der EinfluB sich auf das 
~ fF gesamte lymphatische Gewebe, auch auf das nicht unmittelbar ge- 
; schidigte, z. B. das mesenteriale oder das der korrespondierenden Ex- 
0 tremitét erstreckt. Es entspricht dies der allgemeinen Erfahrung, dai 
0 hierdurch ein iiberregionaler, schockalinlicher Zustand hervorgerufen 
0 wird, 


Sehr bemerkenswert ist ferner die Feststellung, daB, wie aus dem 
Versuchsteil zu entnehmen ist (Tab. 30 und 31), der Gesamtstickstoff- 
| Be. gehalt des Lymphknotens der geschadigten Extremitit im Falle der 
chen | Ischimie wahrend der Schockperiode, z. B. 24 Stdn. nach Abbindung 


nl- F gemessen und verglichen mit dem der nicht betroffenen Extremitit, 
iter- BF cine erhebliche Erniedrigung aufweist und daB trotzdem z. B. die Akti- 
illen vitit der Katalase wie auch der ,,sauren“’ Phosphatase, auf den Stick- 
Ent- stoffgehalt bezogen, um ein Vielfaches erhéht gefunden wird; bei der 
eht, durch Croton6l oder durch Mikroorganismen hervorgerufenen Entziin- 
der dung findet man dagegen eine stetige Zunahme im Gesamtstickstoff- 
bei gehalt des Knotens. Eine Steigerung des enzymatisch bedingten Stoff- 


wechsels kann also auch ohne eine erkennbare Zellvermehrung erfolgen’. 


des 

rine: Beschreibung der Versuche 

ise, 

ivi- 1. Katalase-Aktivitat in Lymphknoten 

bes Der sorgfaltig von Fettgewebe befreite Lymphknoten (von Kaninchen) wurde 

uf. in einer eisgekiihlten Reibschale unter Zusatz von etwas Quarzsand 6 Min. mit 

des 0,5 cem 87-proz. Glycerin verrieben und nach Vermischen mit mehr Glycerin 

| (insgesamt 1,0 cem pro 100 mg Frischgewebe) 5 Min. bei 0° zentrifugiert. In 5,0 cem 

em des mit 50 TIn. Wasser verdiinnten Glycerinauszugs (etwa 130 y Stickstoff enth.) 

A g ? 

en bestimmte man dann die Katalase mittels der Einwirkung auf 35,0 ccm 0.2-n.H,O, 

or. nach Zusatz von 10,0 ccm m/15-Phosphatpuffer von px 7,0 bei 0° (Analvsenprobe 

ff. = jeweils 5,0 ccm des Ansatzes, Enzymwirkung durch Zusatz von 3,0 ccm 35-proz. 
Schwefelsaure unterbrochen), namlich durch jodometrische Bestimmung des nicht 

ch 

ilt 7 Vgl. dazu die Beobachtungen von H. Sprinz u. E. Waldschmidt- Leitz 


iiber die Zunahme der Katalaseaktivitat in der Leber bei deren Lagerung, diese 
6}. Z. 298, 16, und zwar S.19 u. 8. 22 [1953]. 
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umgesetzten Wasserstoffperoxyds unter Zusatz von 3 Tropfen Molybdansiure. 
lésung® (Fehlergrenze der Bestimmung = + 5°,). 


Die Versuchsergebnisse sind in den Tabb. 2—8 zusammengestellt. Sie lassen 
erkennen, daB, von geringen Schwankungen abgesehen, die katalatische Aktivitat 
der verschiedenen Lymphgebiete unter physiologischen Bedingungen die naniliche 
ist (Tab. 2), wihrend demgegeniiber die Aktivitaét der Kaninchenleber eine etwa 
zehnmal héhere Wirkung aufweist®; auch tritt, im Gegensatz zu den Erfahrungen 
an der Leber’, keine nennenswerte Zunahme der Katalaseaktivitat bei der Auf. 
bewahrung der Lymphknoten ein (Tab. 3). Wie der Vergleich symmetrischer 
Lymphgebiete ergibt, ist hingegen bei durch Crotoné] oder durch pyogene Mikro. 
organismen hervorgerufenen Entziindungsprozessen eine Zunahme der Katalase- 
aktivitat in dem betroffenen Gebiete auf etwa das Zwei- bis Dreifache zu beobachten 
(Tab. 4). Das Gleiche gilt fiir den Fall einer durch Abbinden einer Extremitat hervor- 
gerufenen Ischémie, allein in diesem Falle erstreckt sich die Steigerung der enzyma- 
tischen Aktivitét auch auf andere, entferntere Lymphgebiete, sie ist also eine 
allgemeinere (Tabb. 5 und 6); die nach dem Abbinden erfolgende Zunahme der 
Katalasewirkung ist in ihrer zeitlichen Abhangigkeit in Abb. 1 wiedergegeben. 
Besondere Versuche hierzu, die unter Beriicksichtigung der zwischen der Tatigkeit 
der Nebennieren und ihrem EinfluB auf das Lymphgewebe und der Ischémie 
bestehenden Beziehungen!® angestellt wurden und die in Tab. 7 wiedergegeben sind, 
ergaben keine Steigerung der katalatischen Aktivitat z. B. nach der Injektion eines 
Desoxycorticosteron-glucosids (Percorten, Ciba). Die in Tab. 8 endlich angefiihrten 
Versuche lassen erkennen, daB die Katalaseaktivitaét nur so lange eine Erhéhung 
zeigt, als die durch die verschiedenen Reize gesetzten entziindlichen Vorgange im 
Lymphgewebe andauern und daB nach Erreichen des Stadiums einer reinen Hyper- 
plasie die Katalasewerte des Gewebes zur Norm zuriickkehren. 


Tab. 2. Katalaseaktivitaét verschiedener Lymphgebiete 
unter physiologischen Bedingungen. 


(Angaben bedeuten k [monomol.], ber. fiir 1 mg Stickstoff des Auszugs.) 




















Tier | Zeit | Popliteal-Lymphknoten Axillar-Lymphknoten | Mesenterial- 
Nr. | Min. rechts links rechts links Lymphkn. 
1 10 0,087 0,089 0,083 0,080 0,087 

20 0,084 0,086 0,082 0,080 0,085 
30 0,080 0,081 0,080 0,079 0,082 
2 | 10 0,086 0,091 0,085 0,089 0,085 
20 0,084 0,087 0,079 0,086 0,082 
30 0,081 0,084 0,078 0,083 0,076 
3 10 0,082 0,081 0,091 0,088 0,092 
20 0,080 0,079 0,088 0,084 0,089 
30 0,078 0,076 0,085 0,079 0,085 
4 | 10 0,085 0,087 0,084 0,082 0,081 
20 0,083 0,085 0,083 0,080 0,079 
30 0,079 0,083 0,081 0,078 0,077 








8 Nach K.G. Stern, diese Z. 204, 259 [1932], bzw. K. Linderstrém- 
Lang u. H. Holter, Mh. Chem. 69, 292 [1936]. 

® Nach besonderen, hier nicht wiedergegebenen Versuchen. 

10 T. F. Dougherty, A. White u. J. H. Chase, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 
56, 28 [1944]; H. Selve, The Physiology and Pathology of Exposure to Stress, 
Acta Inc. Med. Publisher, Montreal, 1950. 
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Tab. 3. Veraénderung der Katalaseaktivitat beim Aufbewahren des Lymphgewebes. 
(Popliteal-Lymphknoten; Angaben bedeuten k [monomol.] pro mg Stickstoff des 
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Uber die Veranderung der Aktivitat von Enzymen 


Auszugs.) 








Tier Zeit Rechte Seite Linke Seite 
Nr. Min. (sofort extrahiert) (nach 24 Stdn. extrahiert) 
l 10 0,085 0,091 
20 0,083 0,088 
30 0,079 0,084 
v4 10 0,086 0,082 
20 0,084 0,080 
30 0,081 0,077 


Tab. 4. Einflu8 akuter Entziindung auf die Katalaseaktivitat in Lymphknoten. 
(Popliteal-Lymphknoten; Angaben bedeuten k [monomol.] pro mg Stickstoff des 








Auszugs.) 











Entziindung hervorgerufen durch 
Tier Zeit Croton6l Pyogene Mikroorganismen 
Nr. | Min. rechts links rechts links 
(entziind.) (normal) (entziind.) (normal) 
1 10 0,172 0,088 0,220 0,086 
20 0,169 0,086 0,217 0,084 
30 0,166 0,083 0,214 0,079 
2 10 0,182 0,093 0,176 0,092 
20 0,179 0,090 0,174 0,089 
30 0,173 0,087 0,170 0,085 
3 10 0,187 0,096 0,147 0,089 
20 0,184 0,093 0,144 0,086 
30 0,180 0,090 0,140 0,082 
4 10 0,137 0,082 0,153 0,083 
20 0,135 0,079 0,150 0,080 
30 0,131 0,075 0,145 0,076 











Tab. 5. Wirkung des Abbindens eines lymphatischen Sektors (akute Entziindung) 


(Abbinden des linken Hinterbeins wahrend 4 Stdn.; Angaben bedeu. 2n k [monomol. ] 








auf die Katalaseaktivitat. 


pro mg Stickstoff des Auszugs.) 














Tier | Zeit Popliteal-Lymphknoten Axillar-Lymphknoten 
Nr. Min. rechts links 
(vor d. Abbind. ) |(24 Stdn. nach d. Losb.)} (24 Stdn. nach d. Losb.) 
l 10 0,088 0,175 0,173 
20 0,086 0,172 0,170 
30 0,082 0,168 0,167 
2 10 0,082 0,165 0,177 
20 0,079 0,163 0,174 
30 0,075 0,160 0,170 
3 10 0,085 0,168 0,167 
20 0,081 0,165 0,163 
30 0,077 0,160 0,157 
+ 10 0,082 0,153 0,148 
20 0,079 0,148 0,143 
30 0,075 0,140 0,136 
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(Rechtes Hinterbein abgebunden; Angaben bedeuten k [monomol.] pro mg Stick. 
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Tab. 6. Veranderung der Katalaseaktivitat in Lymphknoten 
nach Aufhebung des Abbindens. 


stoff d 


es Auszugs.) 












































Popliteal-L. Axillar-L. Mesenterial. 
Tier | Zeit rechts links rechts links . 
Nr. | Min (vor d. (15 Min. 24 Stdn. 48 Stdn. 70 Stdn. 
Abbind.) nach dem Losbinden) 
1 10 0,080 0,107 0,119 0,121 0,085 
20 0,078 0,104 0,115 0,118 0,083 
30 0,075 0,100 0,110 0,113 0,080 
2 10 0,079 0,108 0,129 0,118 0,089 
20 0,076 0,105 0,125 0,116 0,087 
30 0,071 0,100 0,120 0,111 0,082 
3 10 0,081 0,099 0,144 0.118 0,091 
20 0,078 0,095 0,139 0,115 0,089 
30 0,074 0.090 0,132 ~ 0,110 0,085 
4 | 10 0,082 0,098 0,118 0,119 0,087 
20 0,079 0,095 0,113 0,115 0,085 
30 0,074 0,090 0,106 0,110 0,082 
t 016 T } 
k | 
| 
an | _| Abb. 1. Veranderung der Katalase- 
: | | aktivitat k (monomolekulare Kon- 
| stante, promg Stickstoff des Aus- 
| zugs) bei einer abgebundenen Extre- 
008 a |  mitat, gemessen nach dem Losbinden. 
4 24 48 72 
Stdn. —— 


Tab. 7. EinfluB von Percorten auf die Katalaseaktivitat in Lymphknoten. (Per- 


corten [Ciba], subcutan in den linken FuB injiziert; Angaben bedeuten k [monomol.] 
pro mg Stickstoff des Auszugs.) 

















Popliteal-L. ’ 
Tier | Inj. | Zeit : inks Axillar-L. 
Nr. | mg | Min. J — . (15 Min. nach (24 Stdn. nach 
(vor d. Inj.) d. Inj.) d. Inj.) 
1 10 10 0,095 0,102 0,096 
20 0,093 0,098 0,094 
30 0.089 0,093 0,091 
2 25 10 0,085 0,091 0,086 
20 0,082 0,088 0,083 
30 0,078 0,085 0,078 
=! 50 10 0,083 0,076 0,078 
20 0,080 0,074 0,075 
30 0,076 0,070 0,072 











or 
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Tab. 8. Abklingen der Katalaseaktivitaét im Stadium der Hyperplasie. (Popliteal- 
Lymphknoten; Angaben bedeuten k [monomol.] pro mg Stickstoff des Auszugs.) 



































Z Stick. ; . Entziindung hervorgerufen durch 
elo 7 & Crotonél Pyog. Mikroorg. Abbinden 
ee Z|‘. | Entziindung |= | links | rechts links | rechts links | rechts 
terial. ¢| 3 | (ohne mit (ohne mit (ohne mit 
‘ ’ HA N | Hyperplasie) Hyperplasie) Hyperplasie) 
tan, 
———— 1 | 10] noch vorh. 10 | 0,095 0,171 0,088 0,156 | 0,079 0,083 
20} 0,093 0,168 0,085 0,152 0,076 0,080 
85 30] 0,090 | 0,163 | 0,079 | 0,146 | 0,072 | 0,075 
83 2 }10} noch vorh. 10] 0,085 0,144 0,084 0,160 0,075 0,079 
80 20} 0,083 | 0,139 | 0,083 | 0,156 | 0,074 | 0,075 
89 30} 0.080 | 0,132 | 0,080 | 0,150 | 0,071 | 0.070 
37 3 |10] noch vorh. 10} 0,091 0,178 0.079 0,139 _ — 
2 20] 0,089 0,176 0,077 0,136 — _ 
1 30} 0,085 | 0,170 | 0,074 | 0,130 -- -- 
39 4 |}20] abgeklungen |10| 0.092 | 0,095 | 0,082 | 0,087 | 0.083 | 0,085 
35 20] 0,090 | 0,092 | 0,079 | 0,085 | 0,080 | 0,082 
7 30 | 0,087 | 0.087 | 0,075 | 0,081 | 0,076 | 0,078 
5 5 |20| abgeklungen {10} 0,092 | 0,099 | 0,092 | 0,083 | 0,078 | 0,085 
2 20] 0,089 | 0,097 | 0,090 | 0,080 | 0,077 | 0,083 
30 | 0,085 0,094 0,087 0,076 0,074 | 0,079 
6 |30| abgeklungen |10| 0,089 0,082 0,079 0,074 -- -- 
20} 0,088 0,079 0,078 0,072 _- - 
30 | 0,086 0,075 0,075 0,070 _ — 
2. Aktivitat der Succinodehydrase in Lymphknoten 
alase- Der von Fettgewebe befreite Lymphknoten wurde in kleine Anteile (Trocken- 
Kon- gewicht 1—4 mg) zerschnitten, sofort in das Reaktionsgemisch von 1,0 cem 0,1-m. 
Aue Natriumsuccinat + 1.0 cem m/15-Phosphatpuffer von pq 7,0 + 2,0 ccm 1-proz. 
wa Triphenyltetrazoliumchlorid (gelést in m/15-Phosphat puffer von pu 7,6) eingetragen 


und dann unter Ausschlu8 von Sauerstoff (im Vak.) 1 Stde. bei 37° belassen. Die 
nden. Bestimmung des gebildeten und am Lympbgewebe haftenden Formazans erfolgte 
dann kolorimetrisch nach Extraktion mit Aceton! (Fehlergrenze der Bestimmung = 
+ 3°); in den so extrahierten Gewebsstiickchen bestimmte man sodann als MaB- 
stab ihres Trockengewichts ihren Stickstoffgehalt .Die Verwendung intakter Ge- 
websstiickchen zur Bestimmung der Succinodehydrase ist, wie wir gefunden haben", 
(Per- der im homogenisierten Gewebe vorzuziehen, da bei der Zerkleinerung des Gewebes 
nol.) eine erhebliche Schaidigung des Enzymsystems eintritt. 


— Tab. 9. Suecinodehydrase-Aktivitat verschiedener Lymphgebiete unter physio- 
logischen Bedingungen. (Angaben bedeuten y geb. Formazans pro mg Stickstoff 
des Gewebes.) 








Tier Popliteal-Lymphknoten Axillar-Lymphknoten Mesenterial- 
athe Nr. rechts | links rechts | links L. 
1 94 100 116 100 110 
2 108 114 93 89 90 
3 109 100 120 100 120 
4 84 94 91 83 100 
5 120 134 112 122 - 120 














ae. 18.005 
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Die in den Tabb. 9—11 angefiihrten Versuchsergebnisse zeigen, daB unter 
Beriicksichtigung der schon unter physiologischen Bedingungen zu beobachtenden 
Schwankungen von bis zu 20°, unter den verschiedenen angewandten patholo. 
gischen Verhaltnissen keine nennenswerte Veranderung der Succinodehydrase. 
aktivitaét erfolgt. 

Tab. 10. Einflu8 akuter Entziindung auf die Aktivitaét der Succinodehydrase in 
Lymphknoten. (Popliteal-Lymphknoten; Angaben bedeuten y geb. Formazans 
pro mg Stickstoff des Gewebes.) 





——— 





Entziindung hervorgerufen durch 
Tier Crotonél Pyogene Mikroorg. Abbinden 
Nr. rechts links rechts links rechts links 
(entziind.) | (normal) (entziind.) | (normal) | (entziind.)*/ (normal) 
1 100 95 16 =| (130 110 83 
2 108 114 116 140 110 114 
3 86 100 125 132 116 128 
4 2 74 78 93 95 61 
5 106 85 140 120 114 100 











* 24 Stdn. nach dem Losbinden. 


Tab. 11. Veranderung der Succinodehydrase-Aktivitat bei abklingender Entziin. 
dung und aufcretender Hyperplasie. (Popliteal-Lymphknoten; rechtes Hinterbein 
abgebunden; Angaben bedeuten y geb. Formazan pro mg Stickstoff.) 














Entziindung hervorgerufen durch 
Tier Crotonoél Pyogene Mikroorg. Abbinden 
Nr. rechts links rechts links rechts links 
(mit Hyp.) | (normal) | (mit Hyp.) | (normal) | (mit Hyp.) | (normal) 
1 114 94 ll | (90 130 110 
2 118 94 114 91 126 133 
3 90 106 114 100 96 80 
4 90 94 81 90 113 120 





3. Aktivitat der Dipeptidase in Lymphknoten 

Die Feststellung, da8 unter den angewandten pathologischen Bedingungen 
keine merkliche Anderung der enzymatischen Aktivitat zu beobachten ist, gilt wie 
fiir Succinodehydrase nach den in den Tabb. 12—14 angefiihrten Versuchen auch 
fiir die Dipeptidase des Lymphgewebes. ; 
Tab. 12. Dipeptidaseaktivitat verschiedener Lymphgebiete unter physiologischen 
Bedingungen. (Angaben bedeuten Zuwachs an NH,-Stickstoff [cem], ber. fiir 1 mg 

Stickstoff des Auszugs.) 




















Tier | Zeit | Popliteal-Lymphknoten Axillar-Lymphknoten Mesenterial- 

Nr, |Stdn. rechts links rechts | links 

1 1 1,10 1,00 0,95 0,98 1,20 

2 2,10 2,00 1,82 1,90 2,15 

2 1 0,78 0,77 0,81 0,80 1,10 

2 1,43 1,40 1,45 1,40 2,10 

3 1 0,85 0,83 0,79 0,80 1,25 

2 1,50 1,42 1,44 1,50 2,40 

4 1 1,00 1,00 0,90 0,92 1,00 

2 1,90 1,80 1,70 1,81 1,92 

5 1 1,10 1,00 1,00 0,98 1,15 

2 | 2,00 1,98 1,80 1,80 2,20 
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Man bestimmte die Dipeptidasewirkung in dem aus dem zerkleinerten Lymph- 
gewebe bereiteten Glycerinauszug (wie fiir die Bestimmung der Katalase beschrie- 
ben), und zwar durch Einwirkung von 1,0 ccm des verdiinnten Auszugs bei 30° auf 
0,1882 g d,l-Leucylglycin, in 5,0 cem 0,2-m.Phosphatpuffer von px 7,8 geldst, 
+1,9 cem 0,2-n.NaOH unter Zugabe von Glycerin bis zum Erreichen einer Gly- 
cerinkonzentration des Ansatzes entspr. 35°, (pH des Bestimmungsansatzes = 7,8); 
die Messung des Zuwachses an Aminostickstoff erfolgte nach van Slyke (Fehler- 
grenze der Bestimmung = + 5%). 


Tab. 13. Einflu8 akuter Entziindung auf die Dipeptidaseaktivitat in Lymphknoten. 
(Popliteal-Lymphknoten; Angaben bedeuten Zuwachs an NH,-Stickstoff [ccm], 
ber. fiir 1 mg Stickstoff des Auszugs.) 














Entziindung hervorgerufen durch 
Tier Zeit Croton6él Pyogene Mikroorg. Abbinden 
Nr. Stdn. rechts links rechts links rechts* links 
(entz.) | (normal) (entz.) (normal) | (entz.) (normal) 
1 1 1,00 1,00 1.10 1,00 1530 1,53 
2 2,00 2,00 2,00 2,00 2,42 2,47 
2 1 1,49 1,49 1,20 1,10 0,88 0,73 
2 2,79 2,80 2,10 2,10 | BY 6° 1,41 
3 1 0,90 0.94 0,96 1,00 0,90 0,96 
2 1.73 1,78 1,80 1,90 1,76 1,80 
4 1 1,10 1,00 1,00 0,94 0,96 0,86 
2 2,00 1,98 1,96 1.86 1,80 1,60 








* 24 Stdn. nach dem Losbinden. 














Tab. 14. Verinderung der Dipeptidaseaktivitat in Lymphknoten 


bei abklingender Entziindung und auftretender Hyperplasie. 


(Popliteal-Lymphknoten; rechtes Hinterbein abgebunden; Angaben bedeuten Zu- 
wachs an NH,-Stickstoff [ccm], ber. fiir 1 mg Stickstoff des Auszugs. ) 











Entziindung hervorgerufen durch 

Tier Zeit Croton6] Pyogene Mikroorg. Abbinden 

Nr. Std. rechts links rechts links rechts links 
(mit H.) | (normal) | (mit H.) | (normal) | (mit H.) | (normal) 

1 1 1,32 1,46 1,38 1,40 0,94 1,10 
2 2,53 2,80 2,68 2,72 1,80 2,00 
2 1 1,12 1,20 1,36 1,30 1,30 1,24 
2 2,10 2,30 2,68 2,60 2,51 2,30 
$ 1 1,05 0,96 0,88 1,00 1,14 1,16 
2 2,00 1,86 1,62 1,94 223 2,27 
4 1 1,22 1,30 1,10 1,00 1,00 1,20 
2 2,40 2,50 2,10 2,00 1,90 2,10 























4. Esteraseaktivitat in Lymphknoten 

Der Lymphknoten wurde in der Reibschale unter Zusatz von Quarzsand mit 
9,5 com Wasser 6 Min. zerrieben, die Gewebssuspension dann mit Wasser zu einem 
Verhaltnis von 1:100 Tin. verdiinnt und durch Zentrifugieren von groben Teilchen 
befreit. Zur Bestimmung lie8 man 1,0 ccm der verbleibenden Suspension mit 5,0cem 
0,2-n.Glykokollpuffer von pH 8,0 + 9,0 ccm H,O auf 0,5 cem 0,001 m.Phenol- 
phthaleinbutyrat in Methanol’? 30 Min. bei 37° einwirken. Dann wurden 5,0 ccm 
des Ansatzes entnommen, durch Zugabe von 1,0 ccm n.Trichloressigsiure ent- 


122 Vgl. A. Purr, Biochem. Z. 322, 205 [1951]. 
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eiweiBt und in der Zentrifuge geklart ; in 5,0 ccm der enteiweiBten Liésung bestimmte 
man dann nach Zusatz von verd. NaOH zu pu 10,0 die Menge des abgespaltenen 
Phenolphthaleins im Kolorimeter (4 = 540 my, Phenolphthaleinkonzentration 
unter 1,5 y pro ecm) (Fehlergrenze der Bestimmung = + 5%). 

Unter physiologischen Bedingungen ergaben sich nur geringe Unterschiede des 
Esterasegehalts in den verschiedenen Lymphgebieten ein und desselben ieres, 
nur eine leichte, aber eindeutige Erhohung der Aktivitat in den Mesenteria!-Lymph.- 
knoten nach der Futteraufnahme (Tab. 15); auch erwies sich die enzymhaltige 
Suspension wahrend 24 Stdn. bei Zimmertemperatur als haltbar (Tab. 16). Nach 
einer durch Crotonél oder durch pyogene Mikroorganismen hervorgerufenen Ent- 
ziindung zeigte das betroffene Lymphgebiet im Vergleich zu dem nichtbetroffenen 
eine deutliche Verminderung der Esteraseaktivitat (Tab. 17), nach Erzeugung 


Tab. 15. Esteraseaktivitat verschiedener Lymphgebiete 
unter physiologischen Bedingungen. 


(Angaben bedeuten y abgesp. Phenolphthaleins pro 1 mg Stickstoff 
des Lymphgewebes.) 

















Tier Popliteal- Axillar- 
Nr Lymphknoten Lymphknoten ’ Mesenterial-L. 
; rechts | links rechts | links 

1 629 633 670 675 731 (gefiittert) 
2 527 548 515 530 620 (gefiittert) 
3 554 530 565 551 615 (gefiittert) 
4 600 615 590 602 610 (niichtern) 
5 610 590 580 596 600 (niichtern) 
6 560 580 570 596 580 (niichtern) 


Tab. 16. Haltbarkeit der Esterase beim Aufbewahren. 


(Popliteal-Lymphknoten der rechten Seite unmittelbar nach der Entnahme, Lymph- 

knoten der linken Seite sowie waBriger Auszug desselben bei 20° aufbewahrt und 

24 Stdn. spiter bestimmt; Angaben bedeuten y abgespaltenen Phenolphthaleins 
pro 1 mg Stickstoff.) 








Tier Gewebe bestimmt Auszug bestimmt 
Nr. sofort | nach 24 Stdn. nach 24 Stdn. 
1 595 590 586 
2 520 520 500 
3 350 341 350 





Tab. 17. EinfluB akuter Entziindung auf die Esteraseaktivitét in Lymphknoten. 
(Popliteal-Lymphknoten; Angaben bedeuten y abgesp. Phenolphthaleins pro 1 mg 








Stickstoff.) 
Entziindung hervorgerufen durch 
Tier Crotonél Pyogene Mikroorganismen 
Nr. rechts links rechts links 
(entz.) (normal) (entz.) (normal) 
1 465 554 540 660 
2 432 530 415 526 
3 411 520 430 540 
4 504 600 427 520 
5 416 518 400 495 
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einer _Ischamie dagegen ungleichsinnige, aber auBerhalb der Bestimmungsfehler 
liegende Schwankungen derselben, die auch weiter abliegende Lymphgebiete be- 
trafen (Tab. 18). Nach dem Abklingen der Entziindungsprozesse geht, unabhangig 
yon der jeweiligen Ursache der Entziindung, die Esteraseaktivitaét, wie Tab. 19 
erkennen laBt, wieder zur physiologischen Norm zuriick. 


Tab. 18. Einflu8 des Abbindens eines lymphatischen Sektors (akute Entziindung) 
auf die Esteraseaktivitat. 
(Abbinden des linken Hinterbeins wahrend 4 Stdn.; Angaben bedeuten y abgesp. 
Phenolphthaleins pro 1 mg Stickstoff.) 





Tier Popliteal-Lymphknoten 
Nr. rechts lakes 
(vor d. Abbind.) (24 Stdn. nach d. Losb.)|(24 Stdn. nach d. Losb.) 


Axillar-Lymphknoten 














1 600 670 26 
2 650 690 700 
3 630 690 740 
4 580 510 635 
5 670 560 615 
6 520 560 690 


Tab. 19. Veranderung der Esteraseaktivitaét in Lymphknoten 
bei abklingender Entziindung und auftretender Hyperplasie. 

(Popliteal- und Auricular-Lymphknoten; rechtes Hinterbein abgebunden; Angaben 
bedeuten y abgesp. Phenolphthaleins pro 1 mg Stickstoff.) 























Soc Entziindung hervorgerufen durch Abbiaien 

Tier |Z 2S . Crotonél Pyog. Mikroorg. 

Wr.lo~ = Entziindung | yechts | links | rechts | links | rechts | links 
aoe (mit ohne (mit ohne (mit ohne 
Ae < Hyperplasie) Hyperplasie) Hyperplasie) 

1 10 |noch vorh. 326 360 400 470 451 476 
2 10 | noch vorh. 420 600 435 570 490 466 
3 10 | noch vorh. 430 500 465 550 545 520 
4 20 |abgeklungen| 383 375 460 475 470 490 
5 20 |abgeklungen}| 490 504 564 540 486 500 
6 30 |abgeklungen| 586 600 495 488 543 570 


5. Phosphataseaktivitat in Lymphknoten 


a) ,Saure Phosphatase. Der Lymphknoten wurde in der Reibszhale mit 
0,5 ccm Wasser und Quarzsand verrieben und die Gewebssuspension dann mit 
Wasser zu einem Verhiltnis von 1,0 cem auf 30 mg Frischgewebe verdiinnt und 
zentrifugiert. 2,0 cem der erhaltenen Suspension (enth. etwa 0,4 mg Stickstoff pro 
ecm) lieS man dann 30 Min. bei 37° auf 5,0 cem einer nach Huggins und Tala- 
lay bereiteten Lésung von Phenolphthalein-diphosphat' bei py 5,4 einwirken, 
unterbrach die Enzymwirkung durch Zusatz von 1,0 ccm n.Trichloressigsaure und 
bestimmte das abgespaltene Phenolphthalein nach dem Abschleudern des Eiwei’- 
niederschlags in 5,0 cem der enteiweiBten Lésung kolorimetrisch (A = 540 my) 


13 A, Huggins u. P. Talalay, J. biol. Chemistry, 159, 399 [1945]. 

14 Die Lésung enthielt 0,608 g Phenolphthalein-diphosphat + 11,7 g Na- 
triumacetat-3H,O + 0,79 ccm 99-proz. Essigsiure in 11 H,O (= 0,001-m., px 5,4) 
und wurde zur Stabilisierung mit 7,5 com Chloroform versetzt und im Eisschrank 


aufbewahrt. 
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nach Zugabe von n.NaOH zu px 10,0, wie fiir die Bestimmung der Esteraseakt ivitit 


beschrieben (Fehlergrenze der Bestimmung = + 5%). Die Aktivitat des Enzyms 
erfuhr, wie besondere Versuche ergaben, durch Zugabe von Magnesiumsalz keine 
Veranderung. 


Wie Tab. 20 erkennen laBt, zeigen die Lymphknoten in den verschiedenen 
Lymphgebieten ein und desselben Kaninchens nur geringe Unterschiede der Phos. 
phataseaktivitat, wahrend die fiir verschiedene Tiere gemessenen Werte zuweilen 
erheblich voneinander abweichen; die Haltbarkeit des Enzyms bei der Aufbewah. 
rung des Lymphknotens oder dessen wiGriger Suspension ist dagegen nur eine 
geringe (Tab. 21). Nach einer durch Crotonél oder durch pyogene Mikroorganismen 
hervorgerufenen Entziindung findet man die Aktivitét des betroffenen Gebietes 
fast stets etwas geringer als die des nichtbetroffenen (Tab. 22), bei einer durch 
Abbinden hervorgerufenen Ischamie erfihrt die Phosphataseaktivitat dagegen 


Tab. 20. Aktivitét der ,,sauren‘‘ Phosphatase verschiedener Lymphgebicte 
unter physiologischen Bedingungen. 
(Angaben bedeuten y abgesp. Phenolphthaleins pro 1 mg Stickstoff des Gewebes,) 











i ‘vg Popliteal-Lymphknoten Axillar-Lymphknoten isseatintel I. 
esi rechts | links rechts | links 
1 22 26 24 26 30 (gefiittert) 
2 25 24 24 26 32 (gefiittert) 
3 36 31 32 32 33 (niichtern) 
4 56 51 52 54 56 (niichtern) 
5 47° 45 44 46 48 (niichtern) 








Tab. 21. Haltbarkeit der ,,sauren‘‘ Phosphatase beim Aufbewahren. 
(Popliteal-Lymphknoten der rechten Seite unmittelbar nach der Entnahme be. 
stimmt, Lymphknoten der linken Seite sowie waBriger Auszug desselben bei 20° 
aufbewahrt und 24 Stdn. spater bestimmt; Angaben bedeuten y abgesp. Phenol- 

phthaleins pro mg Stickstoff.) 








Tier Gewebe bestimmt Auszug bestimmt 
Nr. sofort | nach 24 Stdn. nach 24 Stdn. 

1 60 40 30 

2 68 20 13 

3 44 12 6 


Tab. 22. Einflu8 akuter Entziindung auf die Aktivitat der ,,sauren“* Phosphatase 
in Lymphknoten. 


(Popliteal-Lymphknoten; Angaben bedeuten y abgesp. Phenolphthaleins pro mg 








Stickstoff.) 

Entziindung hervorgerufen durch 
Tier Crotonél Pyogene Mikroorganismen 
Nr. rechts links rechts links 

(entziindet) (normal) (entziindet) (normal) 

1 62 67 28 31 

2 26 24 54 56 

3 45 47 18 20 

4 21 24 44 47 
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Uber die Veranderung der Aktivitat von Enzymen 








rasch einen Anstieg auf das Zwei- bis Dreifache des physiologischen Wertes und 
kehrt dann im darauffolgenden Stadium der Hyperplasie wieder zu normalen Wer- 
ten zuriick (Tabb. 23 u. 24). Eine Injektion von Percorten findet man auch in die- 
sem Falle ohne EinfluB auf die enzymatische Aktivitat (Tab. 25). Anstieg und Ab- 
klingen der Aktivitat der ,,sauren“ Phosphatase bei Ischamie mit darauffolgender 
Hyperplasie sind in Abb. 2 wiedergegeben. 


Tab. 23. Wirkung des Abbindens eines lymphatischen Sektors (akute Entziindung) 
auf die Aktivitat der ,,sauren‘‘ Phosphatase. 


(Abbinden des linken Hinterbeins wahrend 4 Stdn.; Angaben bedeuten y abgesp. 
Phenolphthaleins pro mg Stickstoff.) 








Popliteal-Lymphknoten Axillar-Lymphknoten : 
Tee " - oni linke Auricular-L. 
r rechts inks : 
ons (vor d. Abb.) |(1 Stde. nach | (24 Stdn. 70 Stdn. 90 Stdn. 
d. Losbinden) nach dem Losbinden) 
1 37 7 86 84 41 
2 23 65 81 61 36 
3 21 63 70 60 43 
4 4] 83 96 90 50 
5 27 51 67 58 31 
| 90 — 
SS =| 
r | 
Abb. 2. Veranderung der Aktivitat der | | 
,sauren’* Phosphatase bei Ischimie 60 t at 
mit der Zeit nach dem Abbinden, ge- | 
messen in y Phenolphthalein pro mg | 
Gesamtstickstoff des Auszugs nach 40 | | 
1, -stdg. Spaltung. | 
| j 
20*— 
10 50 90 
Stan, —— 


Tab. 24. Verinderung der Aktivitat der ,,sauren‘“‘ Phosphatase in Lymphknoten 


(Popliteal- und Auricular-Lymphknoten; rechtes Hinterbein abgebunden; Angaben 
bedeuten y abgesp. Phenolphthaleins pro mg Stickstoff.) 






































bei Hyperplasie. 








Hyperplasie nach Entziindung durch 
Tier Tage nach Crotonél Pyogene Mikroorg. Abbinden 
Nr Inj. bzw. | rechts links rechts links rechts links 
“"* |Abbinden (mit ohne (mit ohne (mit ohne 
Hyperplasie) Hyperplasie) Hyperplasie) 
1 10 27 28 28 25 34 36 
2 10 14 14 31 28 15 14 
3 20 22 22 37 39 38 37 
4 20 34 40 36 26 24 
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Tab. 25. Einflu8 von Percorten auf die Aktivitat der ,,sauren“’ Phosphatase 

in Lymphknoten. Zust: 
(50 mg Percorten (Ciba), subcutan in den linken FuB injiziert; Angaben bedeuten J etha' 
y abgesp. Phenolphthaleins pro mg Stickstoff.) gebit 
Exti 
: Popliteal-Lymphknoten Axillar-Lymphknoten (Tab 
rechts links (24 Stdn. 8a 
sie (vor d. Inj.) (30 Min. nach d. Inj.) nach d. Injektion) der « 
Enz, 
1 28 26 30 “ss 

2 36 33 35 

3 27 26 31 
(Po 


b) ,,Alkalische‘ Phosphatase. Zur Darstellung der Enzymsuspension ver. 
fuhr man, wie fiir die ,,saure“’ Phosphatase beschrieben. 2,0 cem derselben lieB man 
zur Bestimmung auf 5,0 ccm 0,001-m.Phenolphthalein-diphosphatlésung! unter i 
Zusatz von Magnesiumchlorid’® zu einer Konzentration von 0,0002-m. bei px 9,7 
und 37° 30 Min. einwirken und bestimmte dann das abgespaltene Phenolphthalein T 
nach dem EnteiweiBen kolorimetrisch in 5,0 ccm der enteiweiBten Lésung (bei N 
px 10,0), wie oben beschrieben (Fehlergrenze der Bestimmung = + 5%). 


Tab. 26. Aktivitat der ,,alkalischen“ Phosphatase verschiedener Lymphgebiete 
unter physiologischen Bedingungen. 
(Kaninchen niichtern; Angaben bedeuten y abgesp. Phenolphthaleins pro mg Stick- 
stoff des Lymphgewebes.) 











Tier Popliteal-Lymphknoten Axillar-Lymphknoten Mesenterial- 

Nr. rechts — | links rechts | links 
1 12 13 14 12 46 (P 
2 18 18 16 17 74 
3 20 21 24 20 80 = 
4 18 16 17 16 57 
5 9 8 9 8 26 











Tab. 27. Haltbarkeit der ,,alkalischen‘‘ Phosphatase beim Aufbewahren. 


(Popliteal-Lymphknoten der rechten Seite unmittelbar nach der Entnahme be- 

stimmt, Lymphknoten der linken Seite sowie waBr. Auszug desselben bei 20° auf- - 

bewahrt und 24 Stdn. spater bestimmt; Angaben bedeuten y abgesp. Phenolphtha- 
leins pro mg Stickstoff) 








Tier Gewebe bestimmt Auszug bestimmt 
Nr. sofort | nach 24 Stdn. nach 24 Stdn. 
1 57 13 23 
2 80 20 31 
3 74 12 20 


18 Darstellung der Substratlésung: 555 ccm einer Lésung von 15,0 g Glykokoll 
+ 11,7 g NaCl in 11] H,O + 0,608 g Phenolphthalein-diphosphat, mit 0,2-n.NaOQH 
auf 11 aufgefiillt, px 9,7. 

16 Wie vergleichende Versuche ergaben, erwies sich die ,,alkalische“‘ Phospha- 
tase der Lymphknoten ohne Zusatz von Magnesiumionen als nahezu inaktiv. 
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Die bei der Bestimmung der ,,alkalischen‘‘ Phosphatase in physiologischem 
Justand gewonnenen Ergebnisse weichen von den bei der ,,sauren‘‘ Phosphatase 
erhaltenen nur insofern wesentlich ab, als der Gehalt des Mesenterial-Lymph- 
vebiets, auch in niichternem Zustand der Tiere, gegeniiber den Lymphknoten der 
Extremitaten wesentlich, etwa auf das Drei- bis Vierfache erhéht gefunden wird 
(Tabb. 26 u. 27). Auch unter pathologischen Bedingungen ]a4Bt sich im Vergleich zur 
_sauren‘‘ Phosphatase nur der eine grundsitzliche Unterschied erkennen, daB bei 
der durch Abbinden hervorgerufenen Ischémie im Gegensatz zu der fiir das ,,saure“ 
Enzym beobachteten starken Steigerung keine deutliche Aktivitaétsveranderung 
des ,,alkalischen‘‘ Enzyms auftritt (Tabb. 28 u. 29). 


Tab. 28. Einflu8 akuter Entziindung auf die Aktivitat 
der ,,alkalischen‘‘ Phosphatase in Lymphknoten. 


(Popliteal-Lymphknoten; Angaben bedeuten y abgesp. Phenolphthaleins pro mg 








Stickstoff.) 
Entziindung hervorgerufen durch 
Tier Crotoné! Pyogene Mikroorg. Abbinden 
Nr. rechts links rechts links rechts links 
(entz.) (normal) (entz.) (normal) (entz.)* (normal) 
1 8 15 6 9 ll 13 
2 7 10 8 12 7 8 
3 10 16 6 10 9 10 
4 9 15 6 11 14 15 

















* 24 Stdn. nach dem Losbinden. 


Tab. 29. Veranderung der Aktivitaét der ,,alkalischen‘‘ Phosphatase 
in Lymphknoten bei Hyperplasie. 
(Popliteal- und Auricular-Lymphknoten; rechtes Hinterbein abgebunden; Angaben 
bedeuten y abgesp. Phenolphthaleins pro mg Stickstoff.) 











Hyperplasie nach Entziindung durch 
Tie _ — Crotonél Pyogene Mikroorg. Abbinden 
ag yo | rechts links rechts links rechts links 
Nr. bzw. 
Abbinden (mit ohne (mit ohne (mit ohne 
Hyperplasie) Hyperplasie) Hyperplasie) 
1 10 12 11 10 12 9 9 
2 10 8 9 7 7 11 12 
3 20 7 8 6 6 10 10 
4 20 6 7 11 11 9 8 














6. Veranderung des Stickstoffgehalts der Lymphknoten 


In den Tabb. 30 und 31 sind die unter den pathologischen Bedingungen der 
Entziindung und der Hyperplasie auftretenden Veranderungen im Gesamtstick- 
stoffgehalt der Lymphknoten verzeichnet. Sie zeigen, da8 bei einer durch Crotonél 
wie auch durch Mikroorganismen hervorgerufenen Entziindung eine stetige Zu- 
nahme im Stickstoffgehalte der Lymphknoten erfolgt, daB dagegen der Gesamt- 
stickstoffgehalt des Lymphknotens einer durch Abbinden geschadigten Extremitat 
wahrend der Schockperiode, verglichen mit dem der nichtbetroffenen Extremitat, 
eine erhebliche Erniedrigung erfahrt. 

15* 
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Tab. 30. Stickstoffgehalt der Lymphknoten wahrend Entziindung und Hyperplasie, 
(Popliteal- und Auricular-Lymphknoten; injiziert 0,10 cem Crotondél.) 


























Frischgewicht Trockengewicht* Gesamtstickst off 
. Tier (mg) (mg) (mg) 
Zustand |x, | rechts links rechts | links rechts links 
(mit ohne (mit ohne (mit ohne 
Entz. u. Hyperpl.) | Entz. u. Hyperpl.) | Entz. u. Hyperpl.) 
Vor der 1 28,0 28,0 6.1 5,9 0,9 0.9 
Injektion 2 21,4 212 4,2 3,8 0,6 6,6 
3 19,4 20,0 40 4,0 0,6 0.6 
Nach 1 105,2 82,1 25,5 22,1 2,8 22 
4 Stdn. 2 180,0 132,5 36,0 26,1 3,8 3,2 
3 226,0 173,0 45,2 39,1 5,0 4.3 
Nach 1 82,0 56,8 16,3 12:2 21 La 
8 Stdn. 2 145,5 110,0 28,0 22.1 ae 2.6 
3 161.5 113,1 30,5 22,2 4,1 3:1 
Nach 1 118,0 90,0 26,4 21,5 2.8 21 
12 Stdn. 2 320,0 210,0 60,0 46,2 7,4 5.0 
3 350,3 224,8 67,3 49,7 7,6 5,3 
Nach 1 200,0 114,4 34,0 16,5 3,4 2,8 
24 Stdn. 2 235,5 102,6 45,8 24,5 5,2 Qe 
3 180,0 110,0 36,2 24,0 4,1 2,1 
Nach 1 203,0 41,0 46,1 12,0 5,4 1,2 
4 Tagen 2 281,0 75,0 2,2 17,5 6,9 2,0 
3 7] 280,0 125,0 55,2 25,1 5,3 33 
Nach 1 430,5 44,0 100,2 13,0 12.0 Be 
20 Tagen 2 360,0 60,2 70,0 16,4 10,1 1,9 
3 310,0 56,4 68,1 15,0 9,2 1,5 














* Durch Trocknen bei 60° bis zur Konstanz ermittelt. 


Tab. 31. Stickstoffgehalt der Lymphknoten nach Ischamie. 
(Linkes Hinterbein 4 Stdn. abgebunden; Angaben bedeuten mg.) 











Tier | Vor dem Abbinden (rechte Seite) |24 Stdn. nach d. Losbinden (linke S.) 
mr. Frischgew. |Trockengew.| Gesamt-N | Frischgew. |Trockengew.] Gesamt-N 
1 72,0 14,7 1,5 | 70,0 13,1 1,3 
2 57,0 12,0 1,3 | 51,0 10,1 1,0 
3 20,0 4,7 0,7 16,0 4,0 0,5 
4d 106,0 25,6 2,8 | 94,0 22,8 2,1 
5 125,0 26,2 2,9 110,0 25,0 2,1 





Zusammenfassung 


Es wurden der Gehalt der verschiedenen Lymphgewebe an Kata- 
lase, Succinodehydrase, Dipeptidase, Esterase sowie ,,saurer“ und ,,al- 
kalischer“ Phosphatase und die Veranderungen der Aktivitat dieser 
Enzyme in Lymphknoten unter pathologischen Bedingungen, bei Ent- 
ziindungsprozessen und im Stadium darauffolgender Hyperplasie, an 
Kaninchen bestimmt. 
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Uber substituierte Gramine 
als wirksame Serotonin-Antagonisten 


Von 
G. Quadbeck und E. Réhm 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Medizinische Forschung, Institut fiir Chemie, Heidelberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Mai 1954) 


Bei Untersuchungen iiber den Adrenalingehalt des Blutes beobach- 
tete O'Connor! im Blutserum einen recht unterschiedlichen scheinbaren 
Adrenalingehalt, je nach der Bestimmungsmethode, die er anwandte. 
Seine Untersuchungen ergaben, da im Serum eine von Adrenalin ver- 
schiedene gefaBkontrahierende Substanz vorkommen muBte, die er als 
,.Vasoconstrictin’ bezeichnete. Auf Grund seiner Ergebnisse schloB er, 
daB diese Verbindung in den Thrombocyten praformiert vorkomme, und 
beim Zerfall der Blutplattchen, d.h. bei der Blutgerinnung, freigesetzt 


werde. Erst 36 Jahre spiiter Relang es HO-”> CH,-CH,-NH, 
Rapport, Green und Page die Vaso- Awe 


constrictorsubstanz anzureichern2, zu Hf 
isolieren® und ihre Konstitution aufzu- 
kliren*. Es handelt sich bei dieser 
Verbindung, der man den Namen Serotonin gab, um das Kreatin- 
insulfat-Doppelsalz des 5-Oxy-tryptamins(I). 

Die Konstitution wurde fast gleichzeitig von Hamlin und Fischer’, 
sowie von Speeter, Heinzelman und Weisblat® durch die Synthese 
bewiesen. Das von Erspamer und Ansero in der Darmmucosa von 
Vertebraten gefundene und aus Speicheldriisen von Octopus vulgaris 
isolierte Enteramin’ erwies sich mit Serotonin ebenso identisch wie das 
von Reid und Rand aus Thrombocyten isolierte Thrombocytin’. AuBer 
auf die BlutgefaBe wirkt Serotonin auf Uterus, Darm, Harnblase und 
andere glattmuskelige Organe erregend bzw. tonussteigernd. Auf den 


J. 5-Oxy-tryptamin 


i ; J.M.O°Connor, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 67, 
> [1912]. 
r M.M. Rapport, A.A. Green u. I.H. Page, J. biol. Chemistry 174, 
5, [1948]. 
3 M.M. Rapport, A.A. Green u. I. H. Page, Science [New York] 108, 
329 [1948]. 
4 M.M. Rapport, J. biol. Chemistry 180, 961 [1949]. 
5 K.E. Hamlin u. F.E. Fischer, J. Amer. chem. Soc. 73, 5007 [1951]. 
5 M.E. Speeter, R. V. Heinzelmann u. D.I. Weisblat, J. Amer. chem. 
Soc. 73, 5514 [1951]. 
? V. Erspamer u. B. Ansero, Nature [London] 169, 800 [1952]. 
8 G. Reid u. M. Rand, Nature [London] 169, 801 [1952]. 
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Kreislauf und auf die Atmung zeigt es eine von Tierart und Dosis ab. 
hangige recht unterschiedliche Wirkung®:?°. 

Die Wirkung von Serotonin auf isolierte Carotisringe des Schafs lagt 
sich nach Untersuchungen von D. W. Woolley und E. Shaw!?? durch 
viele Derivate des5-Amino-indols antagonistisch beeinflussen. Von diesen 
waren 2.3-Dimethyl- und 2-Methy1-3-athyl-5-amino-indol besonders wirk. 
sam. Diese Autoren glaubten??, daB die am Benzolring gebundene Aniino. 
gruppe fiir die Antagonistenwirkung wesentlich sei, stellten aber spiiter 
fest, daB auch, allerdings wesentlich komplizierter gebaute Indolderivate 
wie Yohimbin und Harman, eine noch wesentlich kraftigere antagonisti- 
sche Wirkung gegeniiber Serotonin ausiiben!*, obwohl sie keine entspre- 
chende Aminogruppe enthalten. Da eine Aminogruppe somit nicht unbe. 
dingt erforderlich schien, versuchten wir diese durch andere Substituen-. 
ten zu ersetzen und durch Einfiihrung weiterer Substituenten in den 
Indolrest zu Verbindungen mit hemmender Wirkung auf Serotonin zu ge. 
langen. Fiir die biologische Auswertung der im folgenden beschriebenen 
Verbindungen benutzten wir abweichend von Woolley und Shaw das 
wesentlich bequemer zu handhabende isolierte Meerschweinchencolon. 
Das fiir unsere Versuche benotigte Serotonin wurde nach dem von Ham. 
lin und Fischer® angegebenen Verfahren in der Modifikation von 
Boehme* synthetisiert. 

In Erwartung, daB dem 5-Oxy-tryptamin méglichst ahnlich ge- 
baute Verbindungen eine gute antagonistische Wirkung haben sollten, 
synthetisierten wir eine Anzahl von in 5-Stellung substituierten Trypt- 
aminen. Die Darstellung dieser Verbindungen erfolgte in Anlehnung an 
die von Manske” angegebene Tryptaminsynthese. Es wurden 5-Fluor., 
5-Chlor-, 5-Brom-, 5-Methoxy- und 5-Methyl-tryptamin dargestellt. 
Alle diese substituierten Tryptamine erwiesen sich aber, wie Tab. 1 zeigt, 
als mehr oder weniger aktive Serotonin-Synergisten. Eine antagonistische 
Wirkung konnten wir in keinem Falle nachweisen. 


Tab. 1. Wirkung von in 5-Stellung substituierten Tryptaminen auf das isolierte 
Meerschweinchen-Colon. 











. Ae Der Wirkung von 1 TI. Serotonin 
Nr. Verbindung (0,25—0,5 siete) entsprechen: 

1 5-Methoxy-tryptamin 3 TI. 

2 5-Fluor-tryptamin 33 TI. 

3 5-Chlor-tryptamin 40 TI. 

4 5-Brom-tryptamin 60 Tl. 

5 5-Methyl-tryptamin 200 TI. 

6 Tryptamin 600 TI. 


® I. H. Page u. J. W. Mc Cubbin, Amer. J. Physiol. 174, 436 [1953]. 

10 K. Soehring, Med. Klinik 49, 715 [1954]. 

11D. W. Woolley u. E. Shaw, J. Amer. chem. Soc. 74, 2948 [1952]. 

22 D. W. Woolley u. E. Shaw, J. biol. Chemistry 203, 69 [1953]. 

18 KE. Shaw u. D. W. Woolley, J. biol. Chemistry 203, 979 [1953]. 

14 W.R. Boehme, J. Amer. chem. Soc. 75, 2502 [1953]. 

15 R.H. F. Manske, Canad. J. Res. 5, 592 [1931]; Chem. Zbl. 1982 I, 2474. 
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Im Gegensatz hierzu zeigten entsprechend substituierte Trypto- 
phanderivate, die wir nach den Angaben der Literatur herstellten, eine 
wenn auch nur schwache antagonistische Wirkung gegeniiber Serotonin 
am isolierten Meerschweinchen-Colon. Es wurden 5-Fluor-tryptophan"®, 
5-Methyl-tryptophan!’ und 5-Chlor-tryptophan!*® untersucht (Tab. 2). 


Tab. 2. Antagonistische Wirkung von substituierten Tryptophanen. 








Nr. | Verbindung | Hemmungsindex fiir Serotonin 
if 5-Methyl-tryptophan 50:1 
8 5-Chlor-tryptophan 30:1 
9 5-Methyl-tryptophan 30:1 


Wie Tab. 3 zeigt, hemmt Indol (Nr. 10) selbst, wenn auch nur in 
sehr hoher Konzentration, die Serotoninwirkung auf das Meerschwein- 
chen-Colon. Fiihrten wir Methyl in 5-, 3- oder 2-Stellung ein (Nr. 11, 
12 und 13), wurde diese Hemmung nicht wesentlich verstarkt. Eine deut- 
liche Wirkungssteigerung war immer dann zu beobachten, wenn wir bei 
einem Indolderivat die Dimethylaminomethyl-Gruppe in 3-Stellung 
einfiihrten und damit zu Graminderivaten gelangten (vgl. Nr. 10/14; 
11/16; 13/15; 18/22; 19/23; 24/26; 27/28 und 29/30). Die Einfiihrung eines 
weiteren Substituenten in das Graminmolekil fiihrte zu einer zusatz- 
lichen Wirksamkeitssteigerung. Erfolgte diese Substitution in 5-Stellung 
(vgl. 14/17; 14/22 und 14/25), so war eine gréBere Wirkungssteigerung zu 
beobachten als bei einer Substitution in 2-Stellung (vgl. 14/15). Am 
wirksamsten erwiesen sich Gramine, die in 2- und 5-Stellung substituiert 
waren. Von diesen scheint nach unseren Versuchen das 2-Methyl-5-chlor- 
gramin(II), dessen strukturelle Ahnlichkeit mit den von D. W. Woolley 
und E. Shaw?? als wirksam befundenen Serotonin-Antagonisten nicht zu 
verkennen ist, die starksten antagonistischen Eigenschaften zu haben. 


Cl ~. AH N(CH5)2 HN. TS CH, 
WAN \CH, Y\N’ NCH, 

H H 

II Ill 


Wie der Vergleich mit einem der von diesen als hoch wirksam be- 
fundenen Serotonin-Antagonisten, dem 2.3-Dimethyl-5-amino-indol’® 
(Tab. 3, Nr. 31; (III) zeigt, sind die von uns untersuchten Graminderi- 
vate als diesen zumindest gleichwertig anzusehen. 

Die Synthese aller untersuchten Gramine erfolgte nach der von 
Kiihn und Stein?® angegebenen Graminsynthese. Fiir das 2-Methyl- 


16 H. Rinderknecht u.C. Niemann, J. Amer. chem. Soc. 72, 2296 [1950]. 
17 H.N. Rydon u. C. A. Long, Nature [London] 164, 575 [1949]. 

18 M. E. Jackman u. S. Archer, J. Amer. chem. Soc. 68, 2105 [1946]. 

19 H. Bauer u. E. Strauss, Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 308 [1932]. 

20 H. Kiihn u. O. Stein, Ber. dtsch. chem. Ges. 70, 567 [1937]. 
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Tab. 3. Antagonistische Wirkung von Indolderivaten. 























R,-7 R, 
\Ay/-Bs 
H 
Hemmungs- a... 
Nr R, R, R, Schmp. index fiir t ih fi 
Serotonin ae 
10 H H H 53° 140: 1 - 
11| CH, H H | 59—60° | 100:1 23 
12 H CH, H 95° | 100:1 i 
13 H H CH, 60° 100: 1 - 
—— ma , 
14 H —CH,—N<cq? | H | 134° 50:1 20 
15 H —cH,—N<CHs |cn,| 120-121°] 40:1 28 
CH, 
16} CH, | —CH,N<¢Hs | H | 138-1399] 15:1 * 
3 
17] CH, | —cH,—N<(Hs |cx,| 159-1609] 15:1-20:1 * 
: 3 
18 F H H 46° | 120: 1 * 
19 F H CH,| 102° | 100:1 22 
20 F CH, H 36° | 100: 1 . 
21 F CH, CH, | 102—103°| 60:1 * 
22 F —CH,—N<CHs | wf | 145—146°| 20:1 * 
CH, 
23 F —CH,—N<GpP | CH,| 146—147°| 15: 1—20:1 * 
3 
24 Cl H cH,| 119° | 120:1 7 
25 Cl CH,—N<CHs | w | 150—151°] 20:1 * 
CH, 
26 Cl —CH,—N<GHs | cH, 156-1579] 5:1—10:1 * 
3 
27 Br H CH, | 103—1049] 80:1 * 
28 Br —CH,—N<GHs | cH,| 170-1739] 10:1-15:1 “ 
3 
29 | -O—CH, H cH,} 89° | 140:1 * 
30 | -O—CH, | —CH,—N<GH? |CH,| 145—146°| 15:1 * 
3 
31! NH, CH, CH,| 178° 30:1—40:1 19 





* Die Darstellung dieser Verbindung wird in der voriiegeuden Arbeit bescuriebe.. 


5-methoxy-gramin geben Bell jr. und Lind wall*! einen Schmelzp. von 
112—114° an, wihrend das von uns synthetisierte 2-Methyl-5-methoxy- 
gramin (Nr. 30) bei 145— 146° schmilzt. Wie man aus Tab. 3 sieht, steigt 
der Schmelzpunkt beim Ubergang eines Indols in das entsprechende 
Gramin immer erheblich an, wobei die Differenz im Durchschnitt etwa 
60° betrigt. Eine Schmelzpunktsdifferenz von nur 23—25°, wie sie den 
Angaben von Bell und Lindwall entspricht, wiirde aber so stark von 





21 J. B. Bell jr. u. H. G. Lindwall, J. org. Chemistry 18, 547 [1948]. 
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allen andern Werten abweichen, da8B wir annehmen miissen, daB diesen 
bei der Schmelzpunktsangabe ein Irrtum unterlaufen ist. Sehr auffallig 
jst auch die von diesen Autoren angegebene auBerorderdentlich schlechte 
Ausbeute von nur 8%, wahrend wir dieses Gramin im nahezu theoreti- 
scher Ausbeute erhielten. 


Beschreibung der Versuche 


Brenztraubensaure-p-fluor-pheny lhydrazon: Zu 100g p-Fluor- 
phenylhydrazin-hy drochlorid®, gelist in 37 Wasser, wurden unter kerdftigem 
Riihren 54g Brenztraubensaure in 300 ccm Wasser eintropfen gelassen (30 Min). 
Schon wahrend des Eintropfens kristallisierte das Phenylhydrazon aus. Es wurde 
noch '/, Stde. weitergeriihrt, anschlieBend abgesaugt und getrocknet. Ausb. 111g 
(92,5°, d. Th.). Die Verbindung schmilzt nach dem Umkristallisieren aus Athanol 
bei 168—169°. 

Brenztraubensaure-p-fluor- phenylhydrazon-athylester: 111 g des 
oben erhaltenen Fluorphenylhydrazons wurden in 500 cem absol. Alkohol 
gelist und nach Zusatz von 50g konz. Schwefelsiure 3 Stdn. unter RiickfluB 
gekocht. Nach dem Erkalten wurde das Reaktionsgemisch in Wasser gegossen, 
shel der Athylester ausfiel. Er wurde aus Alkohol umkristallisiert 110 g (87% 
d.Th.) vom Schmp. 88—90°. 

Ammoniumsalz der 5-Fluor-indol-carbonsaure-(2): 60g des obigen 
Esters wurden mit 60g wasserfreiem Zinkchlorid langsam auf 140° erhitzt. Die 
Mischung erhitzte sich ohne weitere Warmezufuhr auf 220°. Nach dem Abkiihlen 
wurde das Reaktionsprodukt mit 2-n.HCl verriihrt und dreimal mit jeweils 300 cem 
Ather ausgeschiittelt. Die Atherlésung wurde mit etwas Tierkohle entfarbt und 
mit Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Verdampfen des Athers wurde der Riick- 
stand mit 600 cem 6-proz. alkohol. Kalilauge 30 min unter RiickfluB gekocht. Es 
wurden 600 ccm Wasser zugegeben, der Alkohol auf dem Wasserbad abgedampft 
und die waBr. Lésung filtriert. Sodann wurde mit 2-n.HCl angesauert und die aus- 
gefallene 5-Fluor-indol-carbonsaure-(2) in Ather aufgenommen. Die Ather- 
lésung wurde getrocknet und Ammoniakgas eingeleitet, wobei 30 g (57% d. Th.) 
des Ammoniumsalzes vom Schmp. 227° ausfielen. 

5-Fluor-indol: 27 g des Ammoniumsalzes vom Schmp. 227 wurden 10 Min. 
auf 230—240° erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde das Reaktionsprodukt nach 
Zusatz von 50 cem Wasser mit Wasserdampf destilliert. Hierbei schieden sich im 
Kiihler und in der Vorlage farblose Kristalle mit intensivem Indolgeruch ab. 

Ausb. 7 g (38% d.Th.); Schmp. 46°. Aus dem Destillationsriickstand lieBen sich 
ll g Ausgangsmaterial zuriickgewinnen. 


C,H, NF (135,1) Ber. C 71,08 H4,48 WN 10,37 
Gef. C 71,05 H4,54 WN 10,45. 
5-Fluor-gramin: 5g 5-Fluor-indol wurden analog der von K iihn und 
Stein®° angegebenen Vorschrift mit Dimethylamin und Formaldehyd um- 
gesetzt. Ausb. 6,5 g (91% d. Th.) 5-Fluor-gramin vom Schmp. 145—146°. 


C,,H,,N,F 192,1) Ber. C 68,71 H 6,82 N 14,58 
Gef. C 68,98 H6,62 N 14,48. 


5-Chlor-gramin: In gleicher Weise wurde aus 5-Chlor-indol? in 90-proz. 
Ausb. 5-Chlor-gramin vom Schmp. 150—151° erhalten. 
C,,H,;N,Cl (208,6) Ber. C 63,29 H6,28 N 13,43 
Gef. C 63,43 H6,19 N 13,44. 


22 G. Schiemann u. W. Winkelmiiller, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 727 
[1933]. 
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5-Methyl-gramin: In gleicher Weise wurden aus 5g 5-Methyl-indols 
in 90-proz. Ausb. 5-Methyl-gramin erhalten. Farblose Nadeln aus Aceton vom 
Schmp. 138—139°, : 
Ci.H,,N, (188,1) Ber. C 76,54 H 8,57 N 14,89 
Gef. C 76,70 H8,39 N 15.09. 
5-Fluor-2-methyl-gramin: Aus 5 g 5-Fluor-2-methyl-indol®? wurde 
in gleich guter Ausbeute 5-Fluor-2-methyl-gramin vom Schmp. 146—1479 
gewonnen. 
C,sH,;N,F (206,1) Ber. C 69,86 H 7,33 N 13,59 
Gef. C 70,07 H7,33 N 13,50. 


5-Chlor-2-methyl-gramin: Aus 5-Chlor-2-methyl-indol® jin 90. 
proz. Ausb.; Schmp. 156—157°. 
C,9H,;N,Cl (222,6) Ber. C 64,69 H 6,79 N 12,59 
Gef. C 64,90 H6,60 N 12,49. 
5-Brom-2-methyl-indol: 20 g Aceton-p-brom-phenylhydrazon 
wurden mit 100g Chlorzink vorsichtig erwirmt und 10 Min. bei 180° gehalten, 
Nach dem Abkihlen wurde mit 300 ccm Wasser versetzt, 10 ccm 2-n.H,SO, zu- 
gegeben und mit Wasserdampf destilliert. Ausb. 1,5 g farblose Blattchen vom 
Schmp. 103—104°. Trotz mehrmaligen Umkristallisierens aus Benzin konnten wir 
kein analysenreines Produkt erhalten. 
C,H,NBr (210,0) Ber. C 51,43 H 3,84 N 6,67 
Gef. C 52,75 H4,17 N 6,20. 
5-Brom-2-methyl-gramin: Dieses wurde aus 5-Brom-2-methy]-indol 
in guter Ausbeute erhalten; Schmp. 173°. 
C,,H,;N,Br (267,1) Ber. C 53,92 H5,66 N 10,49 
Gef. C 54,34 H5,72 N 10,45. 
2.5-Dimethyl-gramin: Aus 2.5-Dimethyl-indol® in fast quantitativer 
Ausbeute; Schmp. 159—160°. 
C,3H,gN, (202,2) Ber. C 77,17 H8,98 N 13,86 
Gef. C 77,47 H9,00 N 13,67. 
5-Methoxy-2-methyl-gramin: Aus 5-Methoxy-2-methyl-indol® in 
fast 90-proz. Ausb.; Schmp. 145—146°. 
‘C\3H, ON, (218,2) Ber. C 71,51 H 8,31 N 12,84 
Gef. C 71,78 H8,39 N 12,78. 


5-Fluor-tryptamin-hydrochlorid: 145g p-Fluor-phenylhydra- 
zin® und 18,5 g y-Amino-butyracetal®’ wurden mit 16 g wasserfreiem Chlor- 
zink vermischt und langsam erhitzt. Das Reaktionsgemisch wurde 3 Stdn. bei 
180° gehalten. Nach dem Erkalten wurde in etwa 200 ccm 2-n.Essigsiure gelist 
und Schwefelwasserstoff eingeleitet. Es wurde vom ausgefallenen Zinksulfid ab- 
gesaugt und in das Filtrat Chlorwasserstoff eingeleitet. Hierbei fiel 5-Fluor- 
tryptamin-hydrochlorid aus. Es wurde aus Wasser umkristallisiert. Ausb. 
50% d. Th.; Schmelzp. nach dem Umkristallisieren aus Wasser 280—281° (Zers.). 


C,oH,,N,F - HCl (214,6) Ber. C 55,93 H 5,64 N 13,06 
Gef. C 56,20 H5,59 N 12,95. 





23 W. Robson, J. biol. Chemistry 62, 495 [1924]. 
24 Dtsch. Reichs-Pat. 127245 [1901]; Frdl. Bd. 6, 237. 
*> J. Raschen, Liebigs Ann. Chem. 239, 223 [1886]. 
6 R.J.S. Beer, K.Clarke, H.F. Davenport u. A. Robertson, J. 
chem. Soc. [London] 1951, 2029. 

27 A. Wohl, Ber. dtsch. chem. Ges. 34, 1914 [1901]. 

28 J. V. Supniewski u. M. Serafin-Gajewska, Acta polon. pharmacol. 2, 
125 [1938]; Chem. Zbl. 1939 I, 131. 
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Analog wurden folgende Tryptamin-hydrochloride gewonnen: 

5-Chlortryptamin-HCl1: Ausb. 37%; Schmp. 296—297°. 

Ci9HyN,Cl - HCl (231,0) Ber. C 51,94 H5,24 N 12,13 

Gef. C 51,73 H 5,29 N 12,22. 
5-Brom-tryptamin-HCl: Ausb. 51%; Schmp. 290° (Zers.). 
(9H, NeBr + HCl (275,5) Ber. C 43,56 H 4,39 N 10,17 
Gef. C 43,43 H4,35 N 10,15. 
5-Methyl-tryptamin-HCl: Ausb. 50%; Schmp. 276—278°. 
C,,HyN. + HCl (210,6) Ber. C 62,68 H7,18 N 13,30 
Gef. C 62,83 H7,40 N 13,41. 
5-Methoxy-tryptamin-HCl]: Ausb. 20°%%; Schmp. 234—235°. 
C,,H,,ON, - HCl (226,6) Ber. C 58,25 H6,67 N 12,36 
Gef. C 58,43 H6,76 N 12,46. 

5-Fluor-3-methyl-indol (Fluorskatol): 9g Propionaldehyd-p- 
fluor-phenylhydrazon wurden mit 9 g Chlorzink vorsichtig erwairmt, bis die 
Temperatur ohne weitere Warmezufuhr von selbst anstieg. Man lie ausreagieren, 
und verdiinnte nach dem Abkiihlen mit Wasser. AnschlieBend wurde im Wasser- 
dampfstrom destilliert. Ausb. 3 g (41% d. Th.); farblose Blattchen von facal- 
artigem Geruch, Schmp. 86°. 

CyH,NF (149,1) Ber. C 72,44 H5,41 N 9,40 

Gef. C 72,73 H5,66 N 9,28. 

5-Fluor-2.3-dimethyl-indol: 20g p-Fluor-phenylhydrazin-hydrochlorid 
wurden mit Ather iiberschichtet und sodann mit 60 ccm 4-n.NaOH versetzt. Nach 
dem Durchschiitteln wurde die waBr. Schicht abgetrennt und noch 2-mal aus- 
geithert. Die vereinigten Atherextrakte wurden mit Pottasche getrocknet und der 
Ather verdampft. Zu dem Riickstand wurden 25 ccm Methylathylketon gegeben, 
in Ather aufgenommen und das abgeschiedene Wasser im Scheidetrichter abge- 
trennt. Nach dem Trocknen und Verdampfen des Athers wurde der Riickstand mit 
50 g Chlorzink versetzt. Es trat sofortige Erwirmung ein. Die Reaktionsmischung 
wurde 5 Min. auf 180° erhitzt und nach dem Abkiihlen mit 150 cem Wasser 
und 25 cem 2-n.H,SO, versetzt. Durch Wasserdampfdestillation wurden 12 g (60% 
d. Th.) 5-Fluor-2.3-dimethyl-indol vom Schmp. 102—103° erhalten. 

CoH, NF (163,1) Ber. C 73,58 H6,18 WN 8,59 

Gef. C 73,33 H 6,22 N 8,69. 


Biologische Auswertung der Praparate am isolierten 
Meerschweinchen-Colon 

Die Versuche am isolierten Meerschweinchen-Colon wurden mit der in Abb. 1 
dargestellten Apparatur durchgefiihrt. Da das Meerschweinchen-Colon, das bei 
einer von Darm zu Darm etwas verschiedenen Grenzkonzentration an Serotonin 
einen optimalen Ausschlag gibt, bei Steigerung der Serotoninkonzentration seinen 
Ausschlag nicht mehr wesentlich vergréBert, bestimmten wir fiir jedes Darmstiick 
zunichst diese Grenzdosis. Bei der Untersuchung der Serotonin-Synergisten be- 
stimmten wir die kleinste Dosis, die gerade noch den gleichen Ausschlag gab wie 
die zum Vergleich vorher und hinterher gegebenen Serotonin-Grenzdosen (Abb. 2). 
In entsprechender Weise wurden die Serotonin-Synergisten auch untereinander 
verglichen. Die so erhaltenen in Tab. 1 dargestellten Ergebnisse waren gut repro- 
duzierbar. Bei Serotonin-Antagonisten wurde jeweils die Menge des Antagonisten 
bestimmt, die gerade noch den Ausschlag einer Serotonin-Grenzdosis véllig unter- 
driickte, wobei jeweils nach einem solchen Antagonistentest gepriift wurde, ob die 
Empfindlichkeit fiir Serotonin noch erhalten geblieben war (Abb. 3). Alle von uns 
untersuchten Serotonin-Antagonisten zeigten auch bei den in Tab. 1 zusammen- 
gefaBten Tryptaminderivaten eine eindeutige antagonistische Wirkung. Bei den 
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von uns untersuchten Graminderivaten liegt zum mindesten bei nicht zu hoher 
Konzentration eine kompetitive Hemmung der Serotoninwirkung vor. Die unwirk. 
sameren Indolderivate zeigen bei einer Konzentrationserhéhung eine Eigenwirkung 
auf den Meerschweinchendarm, so da8 hier eine Priifung, ob die Hemmung kompe. 
titiv ist, nicht mdglich war. 


Fiir die Durchfiihrung der biologischen Teste haben wir Frl. Elfriede 
Klinger sehr zu danken. 
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Abb. 1. Apparat fiir Unter- 
suchungen am isolierten Meer- 
schweinchen-Colon. 


A: Glasrohr mit der Fritte B 
(G 2). 

C: Heizmantel (durch Hépp- 
ler-Thermostaten auf 38° 
geheizt). 

D: PreBlufthahn. E: 0,5 b's 
1,5 cm Meerschweinchen- 
Colon. 

I: Isotonischer Schreibhebel. 
K: Kymographion. 























Der mit Tyrodelésung gewaschene Darm wird mit einem V2A-Haken an 
dem Rohr F und dem Schreibhebel J befestigt. Das Rohr F ist iiber den Hahn G 
an ein geheiztes VorratsgefaB mit Tyrodelésung angeschlossen. Durch dieses Rohr 
wird das Rohr A mit 20 cem Tyrodelésung gefiillt und durch D PreBluft eingeleitet, 
die durch die Fritte B einen gleichmaBigen Luftstrom im ganzen Reaktionsgefab 
bewirkt. Die Entleerung des Rohres A erfolgt durch Aushebern nach Offnen des 
Hahnes H. Die zu priifenden Substanzen werden mit einer Injektionsspritze von 
oben in das Rohr A eingefiillt. 
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Abb. 2. Vergleich von Serotonin mit 5-Fluor-tryptamin. 
A: 0,5 y Serotonin/eem; B: 15 y 5-Fluor-tryptamin-hydrochlorid/ccm. 
Bei Sp. wurde die Badfliissigkeit so oft gewechselt, wie zur volligen Erholung 
erforderlich war. 
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Abb. 3. Aufhebung der Serotoninwirkung durch 2-Methyl-5-chlor-gra min. 
A: 0,5 y Serotonin/cem; B: 5 y 2-Methyl-5-chlor-gramin/ccm. Sp. vergl. Abb. 2. 


Zusammenfassung 


Wiahrend in 5-Stellung substituierte Tryptaminderivate auf das 
isolierte Meerschweinchencolon im gleichen Sinne wie Serotonin wirkten, 
zeigten entsprechend substituierte Tryptophanderivate gegeniiber der 
Serotoninwirkung einen ausgesprochenen Antagonismus. Als recht wirk- 
same Serotonin-Antagonisten erwiesen sich in 5- und 2-Stellung sub- 
stituierte Gramine. 









Notiz tiber die Einwirkung von Fermenten 
aus Psalliota campestris auf Bilirubin 


Von 
Hans Plieninger und Lieselotte Petzold 
Aus dem Chemischen Institut der Universitit Heidelberg 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Mai 1954) 


Man weiB schon langer!, daB man nicht alles Bilirubin, das durch die 
Galle in den Darm entleert wird, als Urobilin oder Stercobilin bzw. deren 
Leukoverbindungen in den Faeces wiederfinden kann. Diese Farbstoffe 
werden entweder weiter abgebaut, oder das Bilirubin wird bereits in 
anderer Weise verandert. 

Nach den Arbeiten Siedels?* machen amorphe braune Pigmente, die 
unter den Namen Bilifuscin und Mesobilifuscin bekannt sind, wahrschein- 
lich einen wesentlichen Anteil der Abbauprodukte des Bilirubins aus. 
Diese Verbindungen, die sich auch in Gallensteinen finden, sind schlecht 
definiert. Sie kristallisieren nicht und zeigen Farbt6nungen von hell- 
braun bis schwarz. Molekulargewichtsbestimmungen sind unzuverlassig. 


Die friiher von Siedel] angenommene Struktur dieser Pigmente* als Dioxy- 
pyrromethene ist aufgegeben worden und man muf annehmen, da eine Konden- 
sation oder Polymerisation zu hohermolekularen Verbindungen eingetreten ist. Man 
kann sie vielleicht mit anderen Endprodukten des Stoffwechsels wie den Melaninen, 
dem Lignin oder den Huminsauren vergleichen, ebenfalls hochmolekulare Produkte, 
die sich aus definierten Vorstufen bilden. Die Bilifuscine sind Carbonsauren, die 
sich verestern lassen. 

Es liegen verschiedene Versuche vor, Bilirubin auch in vitro in derartige 
Stoffe zu verwandeln. So wurde durch Einwirkung von Natriumamalgam-Sauer- 
stoff oder Sauerstoff allein auf eine alkalische Lésung von Bilirubin ein bilifuscin- 
ahnliches braunes Pigment erhalten’. H. Fischer beobachtete stets bei der Re- 
duktion des Bilirubins mit Natriumamalgam neben Mesobilirubinogen das Auf- 
treten eines amorphen braunen Stoffes, den er ,,Kérper II“ nannte®, wie man iiber- 
haupt beim Arbeiten mit vinylsubstituierten Gallenfarbstoffen haufig die Bildung 
brauner Nebenprodukte bemerkt. 

Freudenberg® hat in einer Reihe von Arbeiten gezeigt®, daB substituierte 
Phenole, insbesondere Coniferylalkohol bei der Einwirkung von Dehydrasen unter 


1 R. Lemberg u. J. W. Legge, Hematin Compounds and Bile Pigments, 

S. 551; Interscience Publishers. London 1949. 

2 W. Siedel, W.v. Péllnitz u. F. Eisenreich, Naturwissenschaften 34, 
314 [1947]. 

3 W. Siedel, W. Stich u. F. Eisenreich, Naturwissenschaften 35, 316 
[1948]. 
4 W. Siedel u. H. MGller, diese Z. 259, 113 [1939]. 
5 H. Fischer, Z. Biol. 65 [N. F. 47], 169 [1914]. 
6 K. Freudenberg, Fortschr. Chem. org. Naturstoffe, Bd. XI, 43 [1954]. 
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’dehydrierender Polymerisation“’ in Verbindungen iibergehen kénnen, die dem 
Lignin auBerordentlich ahnlich sind. 

Angeregt durch diese Arbeiten, haben wir in einigen Versuchen die 
Einwirkung der Fermente des Champignons (Psalliota campestris) auf 
Bilirubin untersucht. Dabei fanden wir: 

1. In Gegenwart der Dehydrasen wird Sauerstoff schnell absorbiert, 
wihrend ohne Ferment nur wenig Sauerstoff aufgenommen wird. Mit 
man die Sauerstoffaufnahme in der Warburg-Apparatur bei pa 7, so 
erhilt man charakteristische Kurven (s. d. Abb.). Es werden 1,5—2 Moll. 


























Sauerstoff aufgenommen. | 500 
mm 0, | 
400 
Einwirkung von Psalliota-campestris-Fer- r | 
ch die menten auf Bilirubin (als Beispiel fiir 300 
deren viele derartige Versuche). i | | 
stoffe Ansatz: 0,0008 g Bilirubin als Natriumsalz in 200 | . 
its in 1,5 cem Phosphatpuffer vom pH 7 gelést und | | | 
mit 0,5 cem Champignon-PreBsaft bei 20° in 100 ! } al 
fe, die der Warburg-Apparatur geschiittelt. | 8B 
shein- Kurve A. Mit Ferment. Kurve B. Ohne Ferment. ae _| 
om 5 10 15 20 25 30 
lecht esiclitl 
ne 2. Das Bilirubin wird vollstandig in eine hellbraune amorphe Ver- 
ini bindung verwandelt. Biliverdin oder Bilipurpurine werden nicht gebildet 
mene (negative Jod-Zinkprobe) ; dagegen zeigt die Lésung starke Pentidyopent- 


. Man reaktion. 

1inen, 3. Der erhaltene Farbstoff ergibt nach der Veresterung die folgenden 
lukte, ff Analysenwerte: C 66,36 H 7,43 N 4,94. 

si Daraus errechnet sich eine Summenformel von etwa C3,H4,0,N. oder 
rtige ff C\sH.,0,N. Verglichen mit Bilirubin-dimethylester, C,;H4O,N,, zeigt das 


auer- Dehydrierungsprodukt eine Zunahme im Sauerstoffgehalt, eine geringe 
Re. Abnahme des Kohlenstoffwertes und einen starken Verlust von Stickstoff. 
Auf. Auch in der Literatur findet man Angaben iiber braune Farbstoffe aus Faeces 


Aber: mit niedrigem Stickstoffgehalt. So gewann H. Fischer’ 1911 160 g einer braunen 
dung Verbindung mit einem Gehalt von 4,75; 4,82°,N und nach Reinigung tiber das 
Zinksalz 4,96 und 5,15% Stickstoff. Es gelang ihm trotz groBer Miihe nicht, aus 
diesem ,,Stercobilin’ krist. Material zu erhalten. Der Farbstoff bestand wohl im 


ierte 

unter wesentlichen aus Bilifuscin. Hopkins und Garrod® isolierten ein amorphes 
,Urobilin‘‘ aus Kot und Urin, das 4% Stickstoff enthielt. Die Autoren schrieben 

ents, .The change from bilirubin to urobilin can not be a mere question of reduction 
and hydrolysis but must necessarily be attended by a removal of Nitrogen“. 

1 34, SchlieBlich besaB auch das von Meldolesi und Siedel® aus dem Stuhl von 


Myopathikern isolierte ,,Myobilin‘‘ nach der Veresterung einen Gehalt von 5,4% 
316 Stickstoff. 


7-H. Fischer diese Z. 78, 213 [1911]. 
8 H. Hopkins u. A. E. Garrod, J. Physiology 22, 451 [1898]. 
154]. 9 G. Meldolesi u. W. Siedel, diese Z. 259, 137 [1939]. 
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Weitere Versuche, auch unter Verwendung von Bakterienfermenten, 
miiBten zeigen, ob unsere durch Einwirkung von Dehydrasen erhal:enen 
Farbstoffe chemisch und spektroskopisch mit natiirlichem Bilifuscin 
identisch sind. Weiter miiBte gepriift werden, wieweit diese Endprocukte 
des Hamoglobinstoffwechsels iiberhaupt noch Pyrrolderivate sind. 


Zusammenfassung 


Biliburin absorbiert in Gegenwart der Fermente von Psalliota 
campestris Sauerstoff unter Bildung eines hellbraunen Stoffs, der 
nach der Veresterung mehr Sauerstoff, etwas weniger Kohlenstoff und 
viel weniger Stickstoff enthalt als Bilirubin-dimethyester. 
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Zur Frage der diabetogenen Wirkung der Xanthurensdure 
Von 
C. v. Holt, W. D. Heinrich und L. v. Holt 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Hamburg; Dir. Prof. Dr. J. Kiithnau 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Mai 1954) 


Kotake jr. und Mitarbeiter berichteten in den letzten Jahren in 
einer Reihe von Arbeiten!-* von der Erzeugung eines experimentellen 
Diabetes durch Xanthurensiure. Es gelang den japanischen Autoren bei 
der Ratte sowohl durch einmalige parenterale Verabreichung von Xan- 
thurensaure, als auch durch Steigerung der endogenen Xanthurensaure- 
bildung diabetische Stoffwechselst6rungen hervorzurufen. Dabei lieBen 
sich an den Langerhansschen Inseln des Pankreas degenerative Ver- 
inderungen der B-Zellen bis zur Nekrose nachweisen. Gleichzeitig teilten 
Kotake und Mitarbeiter mit, daB es ihnen gelungen sei, bei gesunden, 
normal ernéhrten Ratten lediglich durch eine orale Einzelgabe von 0,1 g 
Tryptophan zusammen mit 0,4 g des Natriumsalzes einer Fettsaure eine 
Ausscheidung von etwa 10 mg Xanthurensiure im Harn zu bewirken‘. 
Mit dem Auftreten der Xanthurensiureexkretion kam es zu Blutzucker- 
Erhéhungen mit Ubergang in einen Diabetes. Auf Grund ihrer Befunde, 
der nach Tryptophan- und Fettséurebelastung gesteigerten endogenen 
Xanthurensaéurebildung und der diabetogenen Wirkung der Xanthuren- 
siure, diskutieren die Autoren eine Verwandtschaft zwischen dem von 
ihnnen beschriebenen experimentellen Diabetes der Ratte und dem 
menschlichen, zum Teil sicher ernéihrungsphysiologisch bedingten Dia- 
betes}-2,5, 

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem Versuch, die Er- 
gebnisse der japanischen Autoren zu reproduzieren. In Anlehnung an 
die Arbeiten von Kotake!-4 wurden folgende Untersuchungen an Ratten 
durchgefiihrt. 

1) Verfolgung des Blutzuckers nach Xanthurensiure-Einzel- und -Dauer- 
gaben. 

2) Histologische Untersuchung des Pankreas nach Xanthurensaure- 
verabreichung. 

3) Xanthurensiureanalyse im Harn und Blutzuckerbestimmung nach 
oraler Belastung mit Tryptophan und Natriumbutyrat. 


1 Y. Kotake jr. u. T. Inada, Proc. Imp. Acad. [Tokyo] 28, 68 [1952]. 

2 Y. Kotake, T. Inada u. Y. Matsumura, Proc. Imp. Acad. [Tokyo] 29, 
405 [1953]. 

3 Y. Kotake u. T. Inada, Proc. Imp. Acad. [Tokyo] 29, 411 [1953]. 

4 Y. Kotake jr. u. T. Inada, Proc. Imp. Acad. [Tokyo] 28, 65 [1952]. 

5 Y. Kotake u. 8. Tani, Proc. Imp. Acad. [Tokyo] 28, 596 [1952]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 297 16 





242 C. v. Holt, W. D. Heinrich undL.v. Holt, Bd. 297 (1954) 


4) Blutzucker-Kontrolle im Verlauf einer VitaminB,-Mangelernihrung 
mit zusatzlichen oralen Tryptophangaben bei gleichzeitiger Verfol. 
gung der Xanthurensaureexkretion. 

5) Histologische Untersuchung der Langerhansschen Inseln des Pan. 
kreas von B,-avitaminotischen Tieren, die mit Tryptophan belastet 
worden waren. 


Versuche 


Die Versuche wurden an mannlichen Albinoratten eines Labor-Inzuchtstammes 
durchgefiihrt. Das VitaminB,-Mangelfutter, ad libitum gegeben, setzte sich wie 
folgt zusammen: 


Grundfuttei: Rohreucker ... 2.6 20% 670 g 
Vitaminfreies Casein (Merck) 240 g 
Salzmischung (McCollum) . . 40g 


Hydriertes Kokosfett . . . . 50g 
Vitaminmischung: Aneurin-hydrochlorid . . . 0,0025¢ 
(auf 1000 g Lactoflavin ..... .. 0,003 g 
Grundfutter) Nicotinsiureamid. ... . 0,025 g 

Calcium-pantothenat. .. 0,02 g 

p-Aminobenzoesiure ... 0,3 g 

ole TOSS eee ee eee 0,0004 g 

Cholin-hydrochlorid. ... 10 g 

MSU ss Ha) de. Sp ei xe LO. g 

2-Methyl-naphthochinon-(1.4) 0,006 g 

RUORMIEE en Gh Sig, 15: ga 0,0055 g 

d.l-x-Tokopherol. ..... 0,05 g 


Die Vitamine A und D wurden zusatzlich in Form von Lebertran (3mal wéchentlich 
0,13 ml/Ratte) verabreicht. 


Blutzuckerbestimmungen erfolgten nach der Methode von Frank und Kir- 
berger®. Zur Priifung der Glucosetoleranz wurde der Blutzuckerspiegel iiber 5 Stdn. 
nach oraler Belastung mit Glucose (1 g/kg) kontrolliert. 

Die Anwesenheit von Harnzucker wurde durch die Garprobe gepriift; auBer- 
dem wurde die Reduktion Fehlingscher Lisung durch den Harn untersucht. 

Harnanalysen.auf Xanthurensaure nahmen wir nach der Methode von Porter, 
Clark und Silber’ vor. 

Papierelektrophoresen der Harne wurden in einem Natriumacetat-Veronal- 
natrium-Essigsiure-Puffer, py 9,0, in der von v. Holt, Voigt und Gaede® und 
Voigt® mitgeteilten Anordnung auf Whatman-I-Papier bei 400 Volt in 2 Stdn. 
durchgefiihrt. Die bei py 6,5 mit der 4-fachen Menge Methanol enteiweiBten Harne 
engten wir im Vak. bei 20—30° auf gleichen Xanthurensauregehalt ein. Die Xan- 
thurensaure wurde auf dem Papier durch ihre typische Fluorescenz im UV-Licht 
sowie nach Bespriihen des Papiers mit 5-proz. Eisenchloridlésung in absol. Alkohol 
als griine Bande identifiziert (Vergleichssubstanz: synthet. Xanthurensiure, 
Schmp. 295°)!°, Die fluorescierenden Bezirke wurden mit n.NaOH eluiert und aie 
Eluate nach Porter, Clark und Silber’ analysiert. 

Synthetische Xanthurensiure’® injizierten wir als Kristallsuspension (100 
mg/kg) bzw. in einer mit NaOH auf py 7,3 eingestellten Lésung (200 mg/kg) intra- 
peritoneal. 


6° H. Frank u. E. Kirberger, Biochem. Z. 320, 359 [1949—1950]. 

7 C.C. Porter, I. Clark u. R. H. Silber, J. biol. Chemistry 167, 573 [1947]. 
8 C. v. Holt, K.-D. Voigt u. K. Gaede, Biochem. Z. 328, 345 [1952]. 

® K.-D. Voigt, Tagg. dtsch. Ges. Physiol. Chem. Hamburg 1952. 

10 W.-D. Heinrich u. C.v. Holt, diese Z. 297, 247 [1954], nachstehend. 
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40 bzw. 100 mg/100 g Kérpergewicht d,l-Tryptophan in salzsaurer Lisung 
wurde den B,-avitaminotischen Tieren oral verabreicht. Bei der kombinierten 
oralen Belastung mit Buttersiure (400 mg/100g K6rpergewicht als Natrium- 
butyrat) betrug die Tryptophandosis 100 mg/100 g Kérpergewicht. 

Die histologische Untersuchung der Langerhansschen Inseln erfolgte nach der 
yon Gomori!! angegebenen Technik. 


Ergebnisse 


Nach einmaliger Injektion von 200 mg Xanthurensiaure/kg Kérper- 
sewicht ergab sich bis zu 48 Stdn. bzw. 120 Stdn. bei 7 Ratten (etwa 
200 g schwer) kein Anhalt fiir die Entwicklung eines Diabetes. Die Blut- 
zuckerwerte stiegen nicht iiber 120 mg-% an. Auch die Injektion einer 
Xanthurensiure-Kristallsuspension (100 mg/kg) fiihrte zu keiner Hyper- 
glykiimie. 

5 Ratten (etwa 200g schwer) erhielten eine tiagliche Dosis von 
200 mg Xanthurensiure/kg K6rpergewicht iiber 14 Tage. Vor jeder 
erneuten Injektion wurde der Blutzucker bestimmt, der sich im Bereich 
der Schwankungen unbehandelter Tiere bewegte und nicht iiber 130 
mg-°%, anstieg. Bei einer Ratte dieser Gruppe entwickelte sich in den 
ersten Behandlungstagen eine Katarakt. 

Bei der histologischen Untersuchung fanden sich weder nach ein- 
maliger noch nach 14-maliger Xanthurenséureinjektion degenerative 
Veriinderungen an den B-Zellen. 

Nach der oralen einmaligen und taglich wiederholten, bis 11-maligen 
Belastung von normalen 24 Stdn. vor und unter dem Versuch hun- 
gernden Ratten mit Butyrat und Tryptophan kam es zur Ausscheidung 
einer Substanz, die mit der Methode von Porter, Clark und Silber? 


% 
Abb. 1. Blutzucker in mg-% = 9 
- und Xanthurensaure-Aus- 60 





scheidung im Harn [] nach Lee 
taglicher oraler Belastung mit 40 
Natriumbutyrat und Tryptophan 30 
(Mittelwerte von 4 Ratten). 6 mg/Tag 
4 


ff = tagliche Xanthurensaure- 
ausscheidung bei VitaminB,- 2 f [ | [ | [ | [ | [ | [ | 
Mangel. [| 
2 Oo 6 10! 


= | 


i ec ce lcic 





als Xanthurensaure erfaBt wurde (s. Abb. 1). Die Harne dieser Tiere re- 
duzierten Fehlingsche Lésung verzégert, wurden jedoch von Hefe nicht 
vergoren. In Abstinden von 24 Stdn. vorgenommene Blutzuckerbestim- 


1G. Gomori in H. Ferner ,,Das Inselsystem des Pankreas‘‘, G. Thieme, 
Stuttgart 1952. 
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mungen ergaben normale Werte. Bei 4 Ratten wurde der Blutzucker 
vor jeder Belastung und danach iiber 5 Stdn. verfolgt. Die auftretenden 
Schwankungen erschienen uneinheitlich, hyperglykimische Werte wurden 
jedoch nicht erreicht (s. Abb. 2). 


mg % 
ig 
- Abb. 2. Blutzuckerspiegel -—- y 
pd aN uh a 2 Versuchstieren adh Seat dante 
40 mit Natriumbutyrat und Tryptophan, 
, £2 oo a =F 24 
Stdn.—- 


In einem tiber 4 Monate ausgedehnten Ernahrungsversuch mit dem 
angegebenen VitaminB,-Mangelfutter und tiiglichen zusitzlichen Tryp. 
tophangaben bei 20 Ratten (etwa 125g schwer bei Versuchsbeginn) 


A: 0%4% % 8% 25% 
B: G% 7% 0% 0% 
mg% = 
"7 = = 
100 Nig: 
g 210 90 i ee 
| 20 [oo ? ° *°. fg 
190 se sities rd 
mg/lag 3Q 


%1 18. 22. 26 3032 7 _ 15. 


Oe 





¥ 


Abb. 3. Blutzucker in mg-°; = -~-, tigliche Xanthurensiure-Ausscheidung im 
Harn in mg = Jj und Korpergewicht in g = -------- (jeweils Mittelwert der Versuchs- 


tiere) bei alimentarem V itaminB,-Mangel nach taglichen oralen Gaben von —~ 40 mg 

bzw.<—> 100mg d,l-Tryptophan. Die °,,-Zahlen bedeuten °/,-Fehler bei der Annahme 

signifikanter Abweichungen vom arithmetischen Mittel der Blutzuckerwerte voll- 
ernahrter Ratten: A; Ratten zu Beginn des Versuches: B. 


konnten keine Anhaltspunkte fiir das Auftreten eines Diabetes bei der 
VitaminB,-Mangelsituation bzw. der gesteigerten Xanthurensidurebil- 
dung gewonnen werden. In der Abb. 3 ist das Verhalten des Blutzuckers 
und der Xanthurensaureausscheidung nach Manifestwerden des Vitamin- 
B,-Mangels (Plateaubildung der Gewichtskurve) dargestellt. Bei der 
-apierelektrophorese der Harne der B,-avitaminotischen, tryptophan- 
belasteten Ratten lieB sich die typische Fluorescenz der Xanthurensaure, 
sowie die Eisenchloridreaktion auf dem Papierstreifen und die Reaktion 
nach Porter, Clark und Silber’ nur einer Bande zuordnen. Fehlingsche 
Lésung wurde verzégert von den Harnen reduziert, die Girprobe fiel 
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jedoch wiederholt negativ aus; gleichfalls lieB sich kein Glucosazon aus 
dem Harn darstellen. Bei der statistischen Bearbeitung der Blutzucker- 
werte nach der t-Verteilung ergab sich unter Zugrundelegung des arith- 
metischen Mittels der Blutzuckerwerte vollernihrter Ratten bei den Ver- 
suchstieren zu Beginn des Versuches (15. 1.) ein geringer, aber signifikan- 
ter Anstieg des Blutzuckers mit einer Plateaubildung iiber 8 Tage und 
nachfolgendem Abfall auf das Blutzuckerniveau normal ernéhrter Tiere. 
Betrachtet man die Blutzuckerwerte vom 15. 1. als normalverteilt fiir 
Tiere unter den Versuchsbedingungen, so ist es im weiteren Verlauf des 
Versuches zu einem auch statistisch signifikanten Abfall des Blutzuckers 
unter den Ausgangswert gekommen (s. Abb. 3). 

Bei 10 VitaminB,-Mangelratten (12—14 Stdn. niichtern) wurde in 
dem Zeitraum von 4—6 Wochen nach Einsetzen der Tryptophan- 
belastungen die Glucosetoleranz untersucht. Im Vergleich mit derjenigen 
yon gesunden, vollernahrten Kontrolltieren war der Verlauf der Blut- 
zuckerkurve nicht veraindert. Lediglich 3 Tiere erreichten den Ausgangs- 
blutzuckerwert etwas verzoégert. 

Die histologische Kontrolle der Langerhansschen Inseln von B,- 
avitaminotischen, tryptophanbelasteten Ratten zeigte keine degenera- 
tive Veraénderung an den B-Zellen. Dagegen konnte bei grober Schatzung 
der Inselzahl/mm? eine geringfiigige numerische Zunahme der Inseln 
registriert werden 


Diskussion 


Unter den gewahlten Versuchsbedingungen lieB sich keine diabeto- 
gene Wirkung der Xanthurensiaure feststellen. Es kam zwar unter der 
anhaltenden VitaminB,-Mangelernihrung mit zusitzlicher Tryptophan- 
belastung zu einer Labilisierung des Kohlenhydrathaushaltes, die sich 
in einer voriibergehenden, geringgradigen Erhéhung des Blutzuckers 
ausdriickte ; jedoch wurden bei keinem Tier diabetische Werte erreicht. 
Méglicherweise liegt der Diskrepanz zwischen den Ergebnissen von 
Kotake?-3 und unseren Befunden eine unterschiedliche Reaktionsbereit- 
schaft der fiir die Versuche benutzten Rattenstimme zugrunde. Auf- 
fillig erschien uns das Absinken und die verminderte Streuung der Blut- 
zuckerwerte bei langerer Versuchsdauer. Zur Erklirung dieses Blut- 
zucker-Verhaltens liBt sich zunichst die mit zunehmender Dauer des 
Versuches immer weitergehende Ausschaltung der Gluconeogenie aus 
Proteinen durch die B,-Avitaminose heranziehen. Der Blutzuckerspiegel 
ist infolgedessen im wesentlichen nur noch von den mit der Nahrung 
aufgenommenen Kohlenhydraten abhangig. Da sich der Allgemein- 
zustand zunehmend einmal infolge Verstarkung des Vitaminmangels zum 
anderen durch die tigliche Sondierung verschlechtert, kommt es auBer- 
dem zu einer verminderten Nahrungsaufnahme, welche im Verein mit 
der herabgesetzten Gluconeogenie unseres Erachtens das allmahliche 
Absinken des Blutzuckers und seine Nivellierung bedingen kénnte. Um 
die gefundene Zunahme der Inseldichte fiir das Blutzuckerverhalten 








246 Diabetogene Wirkung der Xanthurensiure Bd. 297 (1954) 


verantwortlich machen zu kénnen, wiren noch weitere Untersuchungen 
zur Sicherung dieses Befundes notwendig. 


Fiir die Gewahrung einer Sachbeihilfe danken wir der Deutschen For. 


schungsgemeinschaft. 


Zusammenfassung 


1) Die einmalige und wiederholte intrape ritoneale Injektion von 200 mg 


Xanthurensaure/kg Kérpergewicht fiihrte bei der Ratte nicht zu der 
Entwicklung einer diabetischen Hyperglykimie. An den B-Zellen dey 
Langerhansschen Inseln fanden sich keine degenerativen Veriinde. 
rungen. 

Die wiederholte orale Belastung mit 100 mg Tryptophan und 400 mg 
Butterséure als Natriumbutyrat/100 g Ratte ergab keine Erhohung 
der Niichternblutzucker. 

Im Verlaufe einer VitaminB,-freien Ernahrung mit zusiitzlichen 
Tryptophangaben kam es bei der Ratte zu einer geringfiigigen, vor. 
iibergehenden Blutzucker-Erhéhung. Degenerative Veranderungen 
lieBen sich an den B-Zellen der Langerhansschen Inseln nicht nach. 
weisen. 
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Beitrag zur Synthese der Xanthurensdure 
Von 
W. D. Heinrich und C. v. Holt 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Hamburg; Dir. Prof. Dr. J. Kiihnau 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Mai 1954) 


Fiir Untersuchungen iiber die von Kotake? beschriebene diabeto- 
gene Wirkung der Xanthurensaure, die wir in Anlehnung an die Arbeiten 
von Kotake und Mitarbeitern durchfiihrten?, wurde Xanthurenséure 
in Gramm-Mengen bend6tigt. 

Synthetisiert wurde Xanthurenséure mit einem Schmelzp. von 283°—285° 
querst von Musajo und Minchilli®. Andere Autoren? fanden fiir das Endprodukt 
dieser Synthese verschieden hohe Schmelzpunkte von 250°— 289°, die nach Unter- 
suchungen von Mebane und Oroshnik* in einer unvollstandigen Atherspaltung 
begriindet sind. Von Mebane und Oroshnik‘ sowie von Furst und Olsen® wurde 
die Synthese in folgenden Schritten ausgefiihrt: Freisetzung des Oxalessigsiure- 
ithylesters aus seiner Natriumverbindung und anschlieBende Kondensation mit 
o-Anisidin; Cyclisierung des entstandenen 2-Methoxy-phenylimino-bernsteinsaure- 
diathylesters in einem Warmetrager bei 240°—250° mit nachfolgender Spaltung 
des Athers und Verseifung des Esters (8-Methoxy-4-oxy-chinolin-carbonsiure-(2)- 
ithylester) zu Xanthurensdure (4.8-Dioxy- chinolin-carbonsaure-(2)). 

Im Laufe der Darstellung der Xanthurenséure nach Mebane und 
Oroshnik‘ traten bei guter Ausbeute des Kondensationsproduktes 
wahrend der Cyclisierung in Mineralél groBe Mengen von Zersetzungs- 
produkten auf, die die Endausbeute sehr niedrig hielten. In dem Verfah- 
ren zur Xanthurensiuresynthese nach Furst und Olsen® wurde von uns 
.Diphyl*‘, eine Mischung von 73% Diphenyloxyd und 27% Diphenyl, 
als Cyclisierungsmedium benutzt, da das von den Autoren vorgeschlagene 
Dowtherm A nicht zur Verfiigung stand. Die Synthese lieferte ein 
Produkt mit dem von Furst und Olsen® angegebenen Schmelzp. 
von 286°. Verainderung der molaren Verhiltnisse von Ather-Ester: 
KJ: HPO, bei der auch von Furst und Olsen® benutzten Atherspaltung 
und Hydrolyse nach Stone und Schechter® lieBen den Schmelzp. 
bei verbesserter Ausbeute auf 295° ansteigen. 


1 Y. Kotake jr. u. T. Inada, Proc. Imp. Acad. [Tokyo] 28, 68 [1952]. 

2 C.v. Holt, W. D. Heinrich u. L. v. Holt, diese Z. 297, 241 [1954], vor- 
anstehend. 

3 L. Musajo u. M. Minchilli, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 1842 [1941]. 

4 E.C. Miller u. C.A. Baumann, J. biol. Chemistry 157, 554; 159, 174 
[1945]; C. C. Porter, I. Clarku. R. H. Silber, J. biol. Chemistry 167, 575 [1947]; 
F. Rosen, J. W. Huff u. W. A. Perlzweig, J. Nutrit. 38, 561 [1947]; A. D 
Mebane u. W. Oroshnik, J. Amer. chem. Soc. 73, 3520 [1951]. 

5 A. Furst u. C. J. Olsen, J. org. Chemistry 16, 412 [1951]. 

6 H. Stone u. H. Schechter, J. org. Chemistry 15, 491 [1950]. 
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Arbeitsvorschrift 


50 g Natriumsalz des Oxalessigsiure-ithylesters werden in 400ml eis. 
kalter 5-proz. Schwefelsaure mit 300 ml Ather geschiittelt, bis sich die Substan, 
vollstandig gelést hat (5—10 Min.) Nach Abtrennen des Athers wird die Saure 
noch zweimal mit je 100 ml Ather extrahiert. Die vereinigten Atherextrakte we rden 
mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert, bei 20mm eingeengt und 
danach in einen kleinen Rundkolben iibergefiihrt. Die Einengung wird fortgesetzt, 
bis der Ather vollstandig entfernt ist. Zum Riickstand, dem freien Ester (etwa 
39 g), fiigt man 25,7 g dest., im Vak. redestilliertes o-Anisidin (0,66 g pro 1g 
Ester). Der unverschlossene Kolben wird 2 Stdn. im siedenden Wasserbad erhitzt, 
In luftdicht verschlossenem Gefai8 kristallisiert das Kondensationsprodukt nach 
3—5 Tagen in der Kalte vollstandig zu einer bréckligen Masse. 

8g Kondensationsprodukt werden in 30 ml ,,Diphyl feinverteilt sus. 
pendiert und 120 ml siedendem ,,Diphyl* zugefiigt. Nach 7 Min. Siedezeit wird 
auf 60° gekihlt, danach 900 ml Benzin (Sdp.60°—90°) zugegeben. Nach mehr. 
tagigem Stehenlassen bei 4° dekantiert man die Mutterlauge, lost den teils kristal. 
linen, teils teerartigen Niederschlag durch kurzes Aufkochen mit 11 Wasser, fil- 
triert und 1aBt bei Raumtemperatur abkiihlen. Nach 24 Stdn. wird der Kristall- 
niederschlag auf der Filternutsche gesammelt und getrocknet. Ausb. etwa 2,6 g 
(38°, ber. auf o-Anisidin). 

8 g krist. 8-Methoxy-4-oxy-chinolincarbonsaure-(2)-athylester wer. 
den mit 193g Kaliumjodid und 59g 95- proz. Phosphorsaure (Mol.-Verh. 
1:4:20) 3 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Die Erwirmung muB so geleitet werden, 
daB Methyljodid entweichen kann. Man 1a8t zum Erkalten stehen und fiigt danach 
zu der erstarrten Substanz langsam unter Riihren 100 ml Wasser. Der gelbe amorphe 
Niederschlag wird nach 30 Min. auf der Nutsche gesammelt und aus Salzsaéure um- 
kristallisiert. Dazu lést man den Niederschlag in einer siedenden Mischung von 
82,5 ml konz. Salzséure und 103,5 ml Wasser, fiigt zur siedenden Lésung 495 ml 
siedendes Wasser und ]aBt 12 Stdn. bei Raumtemperatur, danach 3 Stdn. bei 4° 
abkiihlen. Der gelbe Kristallniederschlag wird abgesaugt und getrocknet. Ausb. 
6,3 g¢ Xanthurensaure (94%, ber. auf 8-Methoxy-4-oxy -chinolincarbonsaure-( (2). 
athylester, 36°, ber. auf o-Anisidin); Schmp. 295° (Zers.). Das UV-Absorptions- 
spektrum in Methanol zeigt die charakteristischen Gipfel der Xanthurensaure bei 
2243 und 4340—42 mu (Beckman-Spektralphotometer). 


C,o9H,O,N Ber. C 58,54 H3,44 N 6,83 
Gef. C 59,00 H3,20 N 6,72 
(Max-Planck-Institut fiir Kohleforschung) 
Fiir die Gewahrung einer Sachbeihilfe danken wir der Deutschen For- 
schungsgemeinschaft. 
Fiir die Uberlassung von Proben hochsiedender Mineralélfraktionen sind wir 


den Firmen ,,Vakuum Ol", ,,Esso", ,,Benzolverband* und ,,Shell", fiir die 
Bereitstellung von ,,Diphyl* der Firma ,, Bayer‘, Leverkusen, zu Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Es wird eine Vorschrift zur Synthese der Xanthurensaure beschrie- 
ben, bei der Einzelheiten der Methoden von Me bane und Oroshnik und 
von Furst und Olsen modifiziert werden und als besonders geeignetes 
Medium bei der Cyclisierung ,,Diphyl* benutzt wird. Schmelzpunkt, 
UV-Absorptionsspektrum und Elementaranalysen-Daten entsprechen 
den Angaben der Literatur. 
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Fortschr. Med. 17, 571 [1953]. 
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Trennung der 17-Ketosteroide im Harn 
skorbutischer Meerschweinchen 


Von 
Georg Oertel und Helmut Hein 
Aus den Laboratorien der Firma Byk-Gu'den-Lomberg, Chemische Fabrik G. m. b. H., Konstanz 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Mai 1954) 


Nachdem wir bereits die Gesamtausscheidung an 17-Ketosteroiden 
(17-KS) im Harn skorbutischer Meerschweinchen untersuchten, be- 
schiftigten wir uns mit der Auftrennung des Gemisches von 17-KS in die 
darin enthaltenen Einzelbestandteile. LaBt doch die Feststellung einer 
selektiven vermehrten Ausscheidung einer einzelnen Fraktion unter 
Umstiinden einen Riickschlu8B auf primir vorhandene Nebennierenrin- 
den-Steroide zu, als deren Kataboliten die 17-KS in der Hauptsache 
anzusehen sind?, 

Von den verschiedenen, in der Literatur beschriebenen Trennungs- 
methoden schien uns die von Bauer? angegebene wegen ihrer Einfachheit 
geeignet. Hiernach wird der Harnextrakt an einer Aluminiumoxydsaule 
adsorbiert; die einzelnen Fraktionen werden mittels verschiedener 
Lésungsmittelgemische eluiert. Die Aufarbeitung der gewonnenen Frak- 
tionen erfolgte nicht nach der erwahnten Vorschrift. Zur Erzielung még- 
lichst einwandfreier Ergebnisse waren wir bestrebt, Storfaktoren durch 
Ausschiitteln des gebildeten Farbstoffes nach Zimmermann? zu elimi- 
nieren. 

Die Ergebnisse der siulenchromatographischen Trennung fiihren zu 
einem Ausscheidungsdiagramm mit 25 Fraktionen. Eine noch genauere 
Trennung 14Bt sich durch Papierchromatographie erreichen. Hierzu wur- 
den jeweils 5 der mit dem gleichen Lésungsmittel eluierten Fraktionen 
vereinigt, auf imprigniertes Papier aufgetragen und mit propylenglykol- 
gesittigtem Benzol/Cyclohexan chromatographiert, entsprechend den 
Angaben von Kochakian und Stid worthy‘. Zur Entwicklung benutz- 
ten wir die Zimmermann-Reaktion® mit alkalischer m-Dinitrobenzol- 
Lésung. Wie die amerikanischen Verfasser waihlten wir zur Charakterisie- 
rung der einzelnen Steroide ihre Laufgeschwindigkeit in Form der 


1 W. Zimmermann, Arzneimittel-Forsch. 1, 396 [1951]. 

J. Bauer u. J. Karl, Aerztl. Forsch. 1, 379 [1952]. 

3 W. Zimmermann, H. U. Anton u. D. Pontius, diese Z. 289, 91 [1952]. 
C. D. Kochakian u. G. Stidworthy, J. biol. Chemistry 199, 607 [1952]. 
5 W. Zimmermann, diese Z. 238, 257 [1935]; 245, 47 [1936]; D. Pontius, 
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R,-Werte (Verhaltnis der zuriickgelegten Wegstrecken 17-KS/Testo. 
steron). Die eindeutige Identifizierung der gefundenen 17-KS steht 
noch aus. 

Nach der qualitativen Analyse durch Feststellung der R,-Werte 
erfolgte in einzelnen Fallen auch eine quantitative Bestimmung mittels 
der an anderer Stelle von uns beschriebenen Methode einer kolorimetri- 
schen Auswertung mit einem Elphor H. 


Methodik 


Die Versuche wurden an 32 Meerschweinchen mit einem Durchschnittsgewicht 
von 450—500 g durchgefiihrt, von denen je 4 in einem Stoffwechselkafig als Gruppe 
as zusammengefaBt waren. Zur Aufar. 
1780 fF —«d|s~Céb itu gellangte der gleiche prozen- 
> | tuale Anteil aus 24-Stdn.-Mischharn 

| der einzelnen Gruppen. Die Tren. 
| nung der ausgeschiedenen 17-KS bei 
| | normaler Ernahrung erfolgte jeweils 
| am 6. Tag einer Untersuchungsreihe. 
100 | AnschlieBend wurden die Tiere 10 
Tage lang mit im Autoklav erhitz- 
| ten Riiben ernahrt, welche kein 
Vitamin C mehr enthielten. Der 24- 
Stdn.-Harn des letzten Tages wurde 
zur Trennung der 17-KS benutzt. 
Saulenchromatographische 
50 Trennung: Jeweils 100 ml von 
insgesamt 800—1200 ml 24-Stdn..- 
Mischharn wurden mit 1/,) Vol. 
konz. Salzsiure versetzt und 20 Min. 


unter RiickfluB gekocht. Nach 2- 
JI | maliger Extraktion mit 200 bzw. 


























0 (ona L, 100 ml Ather wurde mit 100 ml ges. 
10 20 25 Sodalésung, 80 ml 10-proz. Natron- 
Fraktion lauge und 2mal mit je 150m] Wasser 


ausgeschiittelt. Der durch Eindamp- 
fen der Atherlésung auf dem Wasser- 
bad erhaltene Trockenextrakt wurde 
mit 5 ml Tetrachlorkohlenstoff auf- 
genommen und an einer Saule von 5g Aluminiumoxyd nach Brockmann lang- 
sam adsorbiert. Die Elution erfolgte nach Bauer® mit je 


50 ml Tetrachlorkohlenstoff, 

50 ml Tetrachlorkohlenstoff/10°, Ather, 
50 ml Tetrachlorkohlenstoff/30°, Ather, 
50 ml Ather, 

50 ml Athanol, 


Abb. 1. Ausscheidungsdiagramm von 17- 
Ketosteroiden bei normaler Ernahrung. 


wobei jeweils 10 ml eine Fraktion ergeben. Die einzelnen Fraktionen wurden im 
Vak. eingedampft, und der Riickstand in 5 ml absol. Athanol aufgenommen. Zur 
Farbreaktion wurden 2 ml davon mit 2 ml 2-proz. alkoh. m-Dinitrobenzol-Lésung 
und 2 ml 3-n.KOH zurErmittlung der Eigenfarbe des Extraktes, 2 weitere ml mit 
2 ml absol. Athanol und 2 ml 3-n.KOH versetzt und 90 Min. bei 25° im Thermostaten 
aufbewahrt, Nach Extraktion des Farbstoffes mit 8 m] Ather wurde die Extinktion 
bei 510 mu bestimmt und der Gehalt an 17-KS an Hand einer mit Androsteron 
aufgestellten Eichkurve in y/Tier/Tag ermittelt. 
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Die Zusammenfassung der einzelnen Fraktionswerte fiihrt zu charakteristi- 
schen Ausscheidungsdiagrammen (Abb. 1 und 2). 

Papierchromatographische Trennung: Je 5 der mit dem gleichen Lé- 
sungsmittel eluierten Fraktionen wurden im Vak. eingedampft und der Trocken- 
erte riickstand in so viel Athanol aufgenommen, da8 0,1 ml etwa 100—200 y an 17-KS 
tels enthalten. Auf das mit Propylenglykol-Methanol (1:1) impragnierte Papier (W hat - 
tri. man 1, Schleicher & Schiill 2043b; 

60:10 em) tragt man nebeneinander | 799 
in Flecken etwa 100—200 y des Ge- { D 
misches (I) und etwa 50 y Testoste- x 

ron( II) als Vergleichssubstanz. Die 
Laufzeit des Chromatogrammes mit 



































icht rropylenglykol-gesattigtem Benzol- 

Ppe (yelohexan (1:1) betrug fiir schneller | 

far. als Testosteron wandernde 17-KS 6, = 150 

cen- fir langsamer wandernde 17-KS je- 

arn doch 24 Stdn. Nach dem Trocknen bei 

ren. 50° wurde mit einer Lésung aus 2 g 

bei m-Dinitrobenzol in 100 ml Methanol 

eils und 10 g Kaliumhydroxyd in 80 ml 

ihe. Methanol/20 ml Wasser, die stets 100 

10 frisch bereitet sein muB, entwickelt, 

itz. indem man den Papierstreifen kurz 

em durch die Reangenslésung zog und 

24. 2—3 Min. im 60° heiBen Luftstrom 7 

rde trocknete. 

: Zur quantitativen Bestimmung 

he der auf dem Chromatogramm be- 50 

‘on findlichen 17-KS wurde auf einem 

n.- Papierstreifen (50-13 cm) neben den 

ol. Lésungen I und II noch ein genau 

in, abgemessenes Volumen (meist 0,1 ml) 

2. der Lésung I streifenformig aufge- 

We tragen. Nach 6 bzw. 24 Stdn. Lauf- 

sss zeit wurde das Chromatogramm in 0 1 70 75 
ni entsprechende Streifen geschnitten Fraktion 

er und entwickelt (Entwicklerlésung . ‘ , - 
p- aus 1,5 g m-Dinitrobenzol in 95 ml Abb. 2. Ausscheidungsdiagramm von 17- 
r Methanol, 5 ml Propylenglykol und Ketosteroiden nach vitamin-C-freier Er- 
le 10 g Kaliumhydroxyd in 80 ml Me- nahrung. 

f. thanol/20 ml Wasser). Der Streifen 

5 wurde kurz eingetaucht, 2 Min. im 50—60° hei®en Luftstrom getrocknet und erneut 


durch die Liésung gezogen, wobei auf gleichmaBige Verteilung geachtet wurde. 
Nach 5 Min. Trocknen im 60° heiBen Luftstrom und 30 Min. Aufbewahren in Trans- 
parenzol lieBen sich die Farbstreifen anschlieBend mit einem Elphor H* kolo- 
rimetrieren. 

Die Extinktionskurven entsprechen in ihrer FlichengréBe, welche mit dem 
Planimeter gemessen wird, den jeweiligen Konzentrationen an 17-KS. An Hand 
einer mit Androsteron aufgestellten Eichkurve lassen sich letztere in y ermitteln. 


Ergebnisse 


Die Ergebnisse der séulenchromatographischen Trennung sind aus 
Ausscheidungsdiagrammen, Abb. 1 und 2, ersichtlich. 


— a a a ae 


* Elphor: Bender & Hobein, Miinchen, Karlsruhe, Ziirich. 
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Georg Oertel und Helmut Hein, Bd. 297 (1954) 


Die Gesamtausscheidung bei normaler Ernahrung betrug 230 y/Tier/ 
Tag, nach 10 Tagen vitamin-C-freier Ernihrung 673 y/Tier/Tag, was eine 
Erhéhung des Normalwertes um 193° bedeutet. 

Die Auftrennung des 17-KS-Gemisches tiihrte nach vitamin-C-freier 
Ernahrung zu einer Verschiebung der Ausscheidungsmaxima von Frak. 
tion 20 zu den Fraktionen 1—3. Nach Dobriner® und Bauer’ sowie 
Mason® enthalten die Fraktionen 1—3 vornehmlich Stoffwechselpro- 
dukte des Dehydro-epi-androsterons (wie 3-Chlor-5-dehydro-epi-androste- 
ron). Da die Zunahme der 17-KS in diesen Fraktionen auf eine gesteigerte 
NNR-Funktion zuriickzufiihren ist, wie Liebermann und Dobriner® 
fanden, scheint der EinfluB von Vitamin C auf die vermehrte NNR. 
Hormon-Ausschiittung hinreichend bewiesen. Durch die Anwendung der 
Papierchromatographie konnte eine vollstaéndige Trennung der in Harn- 
extrakten enthaltenen 17-KS erzielt werden. 

Im Verlauf unserer Untersuchungen fanden wir in Harnextrakten 
normal ernaéhrter und skorbutischer Meerschweinchen insgesamt neun 
Tab. 1. R.-Werte der in Harnextrakten normal ernahrter und skorbutischer Meer- 

schweinchen gefundenen 17-Ketosteroide. 











| I | I | Ill | IV | Vv | vi | vu | vit | 1X 
R.-Wert 0.17 | 0,44 | 0,55 | 0,86 | 1,04 | 1,24 | 1,50 | 1,78 | 2,28 
Farbung a 
mit m-Dini- | violett sli violett| violett} violett| violett| violett| violett] violett 
trobenzol , 


17-KS mit den in Tab. 1 aufgefiihrten R,-Werten. Davon enthielten 
Harnextrakte normal ernahrter Tiere acht 17-KS, deren R,-Werte 
mit den entspr. Fraktionen, in denen sie auftreten, in Tab. 2 ange- 
geben sind. 


Tab. 2. Ri-Werte der 17-Ketosteroide normal ernahrter Meerschweinchen. 








Frakt. Ri-Wert 
1—5 2,28 
6—10 1,78 
11—15 0,86 0,55 0,17 
16—20 1,24 0,55 
21—25 1,04 0,44 


Nach 10 Tagen vitamin-C-freier Ernihrung wurden in den zugehérigen 

Fraktionen neun 17-KS mit den R,-Werten der Tab. 3 gefunden. 
Auf den ersten Blick laBt die Verteilung der 17-KS in den einzelnen 

Fraktionen erkennen, da die chromatographische Trennung innerhalb 


6 K. Dobriner, Science [Washington] 95, 534 [1952]. 

7 J. Bauer u. J. Karl, Z. ges. exp. Med. 118, 425 [1952]. 

8 H. Mason u. J. Kepler, J. biol. Chemistry 161, 235 [1945]. 

® §$. Liebermann u. K. Dobriner, J. biol. Chemistry 172, 241 [1948]. 
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/ Tier! Tab. 3. Rt-Werte der 17-Ketosteriode von Meerschweinchen, die 10 Tage 
s eine vitamin-C-frei ernahrt worden waren. 
5 Frakt. Rt-Wert 
freier 
— 1-5 2,28 0,86 
AW; —@ 9 . 
hon 6—10 1,78 1,50 0,86 0,55 
11—15 0,86 0,55 0,17 
roste- 16—20 1,24 
iverte 21—25 1,04 0,44 | 
iner?® 2 ; . : 
INR. der ersten 15 Fraktionen, von denen je 5 mit dem gleichen Lésungs- 
g der mittelgemisch eluiert werden, keine scharfe Trennung bewirkt. So kommt 
ere z. B. LV sowohl in den Fraktionen 1—5als auch in '- 10 und 1 1—15 vor. 
Das Fehlen von VII bei normaler Ernahrung ist wahrscheinlich auf 
ukte die geringe Konzentration zurtickzufiihren, in welcher dieses 17-KS vor- 
nee liegen diirfte ; ebenso wie bei der gleichen Versuchsreihe nach vitamin-C- 
freier Ernéhrung VIII nicht eindeutig nachzuweisen war, im Gegensatz 
Meer. zu den Befunden bei anderen Versuchsreihen. Bei quantitativer Be- 
— trachtung ist die vermehrte Ausscheidung von IX im Harn skorbutischer 
1X Meerschweinchen besonders auffallend, waihrend bei normaler Erniah- 
ae rung II und V in stairkerem MaBe ausgeschieden werden. IX stieg nach 
2.98 10 Tagen vitamin-C-freier Ernahrung von 30 y auf 395 y. 
iolett . Zusammenfassung 
Mit Hilfe chromatographischer Methoden gelingt eine Auftrennung 
elten der 17-Ketosteroide in Harnextrakten von Meerschweinchen bei nor- 
Verte maler und vitamin-C-freier Ernihrung in einzelne Steroide, deren R,- 
inge- Werte angegeben werden. 
Eine Verschiebung der Ausscheidungsmaxima nach vitamin-C-freier 
' Ernihrung laBt auf gesteigerte NNR-Funktion schlieBen. 
igen 
Inen 
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Zur papierchromatographischen Isomeren-Analyse 
der Porphyrine 


Von 
Robert Kehl und Belinde Giinter 


Aus der Medizinischen Universitiitsklinik Marburg a. L. 
(Direktor: Prof. Dr. H. E. Bock) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Mai 1954) 


Chu und Mitarbeiter! haben iiber ein Verfahren der papierchromato. 
graphischen Isomerenanalyse von Porphyrinestern berichtet, das durch 
eine Isomerentrennung der Uroporphyrinester von Falk und Benson? 
erginzt wurde. 

Da das Verfahren eine Vereinfachung und Zeitersparnis gegeniiber 
bisher tiblichen Methoden brachte, erschien eine Erprobung und routine- 
maiBige Anwendung bei klinischen Fragen zweckmaBig. 

Mittels der im Versuchsteil beschriebenen Methode untersuchten 
wir die Porphyrinausscheidung bei Gesunden und Kranken. Wie bereits 
bekannt, fand sich im normalen menschlichen Harn Koproporphyrin- 
methylester I und ITI, in Erythrocyten Koproporphyrin-methylester III 
und Protoporphyrin-methylester, im Stuhl bei nicht fleischfreier Er- 
naihrung vorwiegend Koproporphyrin-I-methylester, weniger Kopropor- 
phyrin-III-methylester und Deuteroporphyrin-methylester. Eine sichere 
Differenzierung des Deuteroporphyrinesters vom Protoporphyrinester 
aus biologischem Material war uns nach dieser Methode nicht méglich, 
da die Ry-Werte sich kaum unterschieden. — Wie bei der PC der Por- 
phyrine nach Nicholas und Rimington® diirfte auch in diesem Fall 
die Trennung wesentlich von der Anzahl der Carboxylgruppen bzw. 
Methylestergruppen des vorliegenden Porphyrins abhangig sein. Unsere 
Ergebnisse bei pathologischen Harnen zeigt Tab. 1. 

Bei der Beobachtung der Isomerenausscheidung tiber einen laingeren 
Zeitraum, mindestens waihrend 4 Wochen, war im allgemeinen zu An- 
fang bei schwerer Erkrankung eine vermehrte Ausscheidung der Kopro- 
porphyrin-I-Isomeren zu beobachten, die sich bei Besserung der Er- 
krankung verringerte, um bei Heilung auf normale Werte zuriickzu- 
gehen (Tab. 2). 


1 T.C. Chu, A. Green u. E. Chn, J. biol. Chemistry 190, 643 [1951]. 
2 J. E. Falk u. A. Benson, Biochem. J. 55, 101 [1953]. 
3 R. E.H. Nicholas u. C. Rimington, Scand. J. Clin. lab. Invest. 1, 21 


[1949]; Biochem. J. 48, 306 [1951]. 
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Tab. 1. Ergebnisse der Isomeren-Analyse pathologischer Harne. 
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; Bisherige Ergebisse, 
i Eigene zusammengestellt von 
Ergebnisse tit 
a 4| R. Lemberg 
PC J.Brugsch u.W. Legge® 
PeOLCINTNOBE. 5 5 2 4. ws eH ee KI>TIII | K Iu. Ill 
J MEL Ce 5 02) a ge ee eae KI>Il KI 
Hepatitis u. Cirrhose ....... KI>I 
VerschluB-Ikterus. ....... K I> III KI 
Subakute Leberdystrophie . KI>II 
Haemolyt. Ikterus . KI>I KI IL 
Polycythaemie .......... K I>III K i> PE 
Infektids tox. bed. Anaemie K Ii>I 
Akute Myeloblastose ....... K HI>I 
Tab. 2. Untersuchungsergebnisse bei einigen Patienten. 
_|Dat.| Gesamt- | Ausscheid./| Tsomere I |IsomerelII Bilirubin 
Xr} 10954 Ausscheid. | 10cem Harn im Serum 
in y in y in y jin % | in y }in% in mg% 
| 12.3.) 471,2 7,6 433 | 92 | 37 8 6,2 
‘| 5.4 217,5 3,95 121,5) 56 | 96 | 44 2,3 
| 5.3. 354 2,2 [184 | 52 [170 | 48 3 
2.| 9.3. 30,4 0,87 15,3] 51 | 14,7) 49 2,6 
22.3.) 123 1,3 53 | 43 | 70 | 57 2,3 
Erythrocyten- |Hamo- 
porphyrin globin 
my 
3. |10.3.| 204 2 107 | 53 | 97 | 47 | 30,6y/100cem | 25 
19.3 300 2,5 146 | 49 {154 | 51 |173,4 y/100 ccm 40 
9.4 84 2,8 27 | 34 | 57 | 66 | 63,6 y/100 ccm 70 




















1. Cirrhose und Hepatitis laparoskop. und histol. gesichert. Die Leberzellen 
enthalten vielfach kleinere und gréBere Kérnchen Eisenpigment, die Sternzellen 
enthalten ebenfalls vielfach kleinere Kérnchen Eisenpigment. 

2. Subakute Hepatitis mit beginnendem cirrhot. Umbau bei Lungentbe. 


Diagnose histol. gesichert. 


3. Pernicidse Anaemie (Aufnahme am 10. 3. 54, Entlassung 23. 4. 54). Be- 
handlung mit 7 Bluttransfusionen vom 10.—18. 3. und je 15 y Vit. B,. am 13. u. 
14. 3. Eine ausgepragte Reticulocytenkrise trat nicht ein. Die Werte betrugen ab 
15. 3: 19/995 3°/o9s 17°/o0 17°/o0» 18°/o0, 18°/o0, 16°/o0, 4°/o0» 2°/ 00 


Die klinische Auswertung weiterer Untersuchungen erfolgt andern- 


orts. 


4 J. Brugsch, Porphyrine, 8. 139; Leipzig, J. A. Barth 1952. 
5 R. Lemberg u. J. W. Legge, Hematin Compounds and Bile Pigments 


§.590; New York, Interscience Publishers, Inc. 1949. 


















256 Robert Kehl und Belinde Giinter, 


Wir haben aus Griinden, die weiter unten naher ausgefiihrt werden’ 


sollen, die Isomerenanalyse nur bei solchen Fallen verwertet, die minde./ 


stens eine Porphyrinkonzentration von 1,5 y/10cem Harn aufwiesen,| 


Beschreibung der Versuche 


Das Ausgangsmaterial wurde durch Eisessig-Atherextraktion® aus Stuhl und 


Harn (5g, 10 ccm) bzw. mittels Athylacetat-Extraktion’ aus Erythrocytenbrej |: 
gewonnen (2 ccm). Die salzsauren Extrakte wurden durch Absorptionsmessung im | 


Bereich der Soret-Bande® quantitativ bestimmt. Danach wurden die Extrakte im / 
Vak. unter Stickstoff eingedampft. Der verwendete Stickstoff wurde durch 2 Wasch. | 
flaschen mit alkalischer Pyrogallol-Lésung (32-proz. Pyrogallol-Lésg. und 50-proz. © 
Kalilauge, 1:1) geleitet. Zu dem eingedampften Extrakt wurden 25 ccm Methanol 
gegeben und durch Einleiten von getrocknetem Chlorwasserstoff wahrend 1 Stde, — 
am RiickfluBkiihler verestert. Die die Porphyrin-methylester enthaltende salzsaure © 
Methanollésung wurde zur gleichen Menge (25 ccm) Chloroform gegeben und — 
Methanol und Salzsaiure mit 20-ccm-Portionen aqua dest., insgesamt etwa 400 ccm, 
bis zum Neutralpunkt ausgewaschen. Die porphyrinesterhaltige Chloroformlisung | 
wurde im Vak. zur Trockne eingedampft. i 

Die so gewonnene Probe wurde in 0,03 ccm Chloroform gelést, auf das Chro- 
matographie-Papier Schleicher & Schiill 2043b, Format 15 x 13cm, 2cm vom 
unteren Rand aufgetragen und die PC-Analyse nach Chu! durchgefiihrt. Bei jedem 
Chromatogramm wurden Testsubstanzen mitlaufen gelassen. Bei Verwendung eines 
Alkans vom Schmp. 200—230° (Deutsche Shell A.G.) betrugen die Rr-Werte der 
Testsubstanzen nach Entwicklung in Alkan-Chloroform 5,5:4 und n-Propyl- 
alkohol: Alkan 1-:5 und in einem Gefaf von 1250 ccm bei 19°: 


Rr 
Uroporphyrin-III-methylester 0,14 
Koproporphyrin-I-methylester 0,41 
Protoporphyrin-IX-methylester 0,82 
Deuteroporphyrin-IX-methylester 0,88 
Mesoporphyrin-I X-methylester 0,90 


Sie entsprachen etwa den von Chu mit n-Decan gefundenen Rr-Werten. Der 
als Testsubstanz verwandte Uroporphyrin-methylester enthielt Spuren von Kopro- 
porpyhrin-methylester I und III, der Koproporpyhrin-methylester I Spuren von 
Koproporphyrin-methylester III. Fiir die Koproporphyrin-III-methylester-Fraktion 
fand sich so ein Ry-Wert von 0,63. Samtliche Praparate wurden bereits bei friiheren 
papierchromatographischen Untersuchungen von Porphyrinen nach Nicholas 
und Rimington® verwandt*. 

Nach Einwirken des Liésungsmittelgemischs Alkan-Chloroform wurde das 
Chromatogramm 5 Min. bei 105° im Warmeschrank getrocknet. 


Die Auswertung des Chromatogramms erfolgte im UV-Licht mittels der 
Hanauer Analysen-Quarzlampe. Im Harn und Stuhl fanden sich auBer den rot 
fluorescierenden Porphyrinesterfraktionen gelbbraun und griin fluorescierende 
Fraktionen, wohl veresterten Gallenfarbstoffen zugehérig. Bei Chromatographie 


6 Saillet, Rev. Méd. 16, 542 [1896]; H. Fischer, diese Z. 96,177 [1915]. 

7M. Grinstein u. M.M.Wintrobe, J. biol. Chemistry 172, 459 [1948]; 
8. Schwartz u. H. M. Wikoff, ebenda 194, 563 [1952]. 

8 R.Kehl u. B.Giinter, Klin. Wschr. 5,121 [1954]; J.Brugsch u. 
F. Kubowitz, Z. ges. inn. Med. 16. 794 [1953]. 

® R. Kehl u. W. Stich. diese Z. 289, 6 [1951]; 290, 151 [1952]. 

* Es sei hier nochmals fiir die Uberlassung von Proto-, Meso- und Deutero- 
porphyrin Herrn Prof. Dr. A. Treibs, Organ.-Chem. Inst. T. H. Miinchen und fiir 
Koproporphyrin Herrn Prof. Dr. W. Siedel, Farbwerke Hoechst, gedankt. 
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it Erythrocytenextrakte fanden sich an dem Aufsetzpunkt und zwischen der 
{oproporphyrin-III- und Protoporphyrin-IX-esterfraktion schwarze Maxima von 
faematin. 

Die quantitative Auswertung erfolgte durch Herausschneiden der vorher im 
(V-Licht markierten Porphyrinfraktionen. Die Ester wurden im Saugroéhrchen 
nittels Chloroforms eluiert, bis die Filterpapierstiicke bei Kontrolle im U V-Licht 
jeine Rotfluorescenz mehr zeigten. Das Eluat wurde in Porzellantiegeln bis zur 
frockne eingedampft, mit 7,8-n. HCl wahrend 1 Stde. bei Raumtemperatur ver- 
eift, auf 5°% salzsaure Konzentration gebracht und danach die Extinktion im 
Bereich der Soret-Bande bestimmt. Der MeBwert wurde ins Verhialtnis gesetzt zu 
dem anfangs bestimmten Wert der Gesamtkonzentration. — Bei Riickgewinnungs- 
versuchen wurden unterschiedliche Mengen eines Koproporphyrin-I-methylesters 
verseift und anschlieBend der vorher beschriebenen Prozedur des Veresterns, der 
Chromatographie und Elution unterzogen. Dabei wurden 4 x 25% und 1 x 32% 
der Ausgangsmenge zuriickgewonnen. 

Wurden weniger als 1,5 y der reinen Testsubstanz des Koproporphyrin- 
nethylesters chromatographiert, so wanderte etwa */, bis in Héhe der Kopro- 
prphyrin-I1]-esterfraktion (Ry 0,63), wahrend bei Aufsetzen einer Menge von 
mehr als 5 y des gleichen Praparats (auf 1 cm? groBer Flache) sich das Porphyrin 
nahezu vollstandig in Héhe der Koproporphyrin-I-esterfraktion (Ry 0,41) absetzte 
ind es kaum zur Differenzierung einer Kopro-III-Fraktion kam; dies ist méglicher- 
weise durch Absorption zu erklaren. 






Zusammenfassung 


1) Die PC-Analyse der Porphyrin-methylester in der hier angege- 
benen Weise lieB eine Trennung der biologisch wichtigsten Porphyrine, 
nimlich Uro-, Kopro- und Proto- bzw. Deutero- und Mesoporphyrin- 
methylester, in minimalen Mengen zu. 

2) Eine Trennung der Koproporphyrin-methylester I und III ist 
ebenfalls méglich. Jedoch sollte zur endgiiltigen Klarung der Verwert- 
barkeit des Verfahrens die PC mit einem definierten Koproporphyrin-II- 
methylesterpraparat durchgefiihrt werden. 

3) Ein Verfahren zur quantitativen Auswertung der Chromato- 
gramme wird angegeben. 
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Hamolyse durch Seifen verzweigter Fettsduren 
Von 
F. L. Breusch und §. Hersek 
Aus dem II. Chemischen Institut der Universitit Istanbul 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Mai 1954) 


In einer ersten Arbeit! wurden die himolytischen Grenzkonzen- 
trationen von Seifen homologer Reihen normaler Fettstiuren und Oxy- 
fettsiuren (neben einigen methylierten Fettsiuren) untersucht. Eine 
zweite Arbeit? beschaftigte sich mit der Himolyse durch Kationenseifen. 
Es zeigte sich, daB die Kurve der himolytischen Grenzkonzentrationen 
von Seifen in homologen Reihen immer annahernd Glockenform hat: und 
daB die Hamolysekurven weitgehend davon unabhangig sind, ob Reihen 
von Anionen- oder Kationenseifen untersucht werden. Die konstitu- 
tionellen Unterschiede der verschiedenen homologen Reihen, also die 
chemischen Unterschiede der Endgruppen der Paraffinketten, driicken 
sich nur in der Héhe der in dieser Reihe maximal erreichbaren Himo- 
lysekapazitat aus. Das Maximum dieser Himolysekapazitat (= Minimum 
der himolytischen Grenzkonzentration) liegt meistens bei einer Ketten- 
lange zwischen 12 und 16C. 

Da in unserem Institut in den letzten Jahren viele homologe und 
isomere Reihen verzweigter Fettsiuren, auch verzweigter Oxyfett- 
sduren synthetisiert wurden, untersuchen wir in dieser Arbeit, welchen 
KinfluB Alkylverzweigungen auf die Kurven der Haimolysekapazitat 
von Seifen homologer und isomerer Reihen haben. 


Es wurden die Seifen folgender Reihen von Fettsdéuren auf ihre 
haimolytische Grenzkonzentration untersucht: 


1. Komplette Keihe der normalen Fettsiuren, ohne* und mit Zusatz 
von 2% Athanol (Abb. 1). Uber den Zusatz von 2% Athanol siehe die 
Bemerkungen unter Methodik. 


2. Die bi-homologe Reihe der symmetrischen Dialkyl-essigsiuren** 
von Di-nonyl-essigséure bis Di-pentadecyl-essigsiure (Abb. 2). 


1 F. L. Breusch u. H. Bodur, diese Z. 286, 148 [1950]. 

2 F. L. Breusch u. $. Hersek, diese Z. 291, 1 [1952]. 

3 F. L. Breusch u. E. Ulusoy, Chem. Ber. 86, 688 [1953]. 

4 E. Ulusoy, Rev. Fac. Sci. Univ. Istanbul, Ser. C 21, 46 [1954]. 

> F.L. Breusch, E. Ulusoy u. F. Baykut, Chem. Ber. 87, 1056 [1954]. 

6 F. Baykut, Rev. Fac. Sci. Univ. Istanbul Ser. A 17, 178 [1952]. 

* Lit. tiber die schon bekannten Hamolysekurven der Seifen normaler Fett- 
sduren siehe l. c.!. 
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3. Die bi-homologe Reihe der symm. 3-Oxy-3.3-dialkyl-propion- 
siuren®, ohne und mit 2% Athanolzusatz; von der Di-butyl-saure bis zur 
Di-nonadecyl-séure (Abb. 3). 

4. Die homologe Reihe der 2-Oxy-2-methyl-fettsiéuren®; von der 
Siure mit einer Kettenlange von 12C bis zu 19C; ohne und mit 2% 
Athanolzusatz (Abb. 4). 

5. Die isomere Reihe der Paraffincarbonsduren (= unsymmetri- 
schen Di-alkyl-essigsiiuren) von C,9H;,0, bis C,,;H,,0,°. Die Reihe 
('9H4g0. wurde ohne und mit 2% Athanolzusatz gemessen (Abb. 5), 
die anderen Reihen nur mit 2% Athanol (Abb. 6). 

6. Die isomeren Reihen der unsymmetrischen 3-Oxy-3.3-dialkyl- 
propionsduren C,,gH;,0; (Paraffin-Kettenlange 17 C), C.,H4.0, (Paraffin- 
Kettenlinge 19C), C,,H,,0, (Paraffin-Kettenlange 21C), in Abb. 7. 
Weiter C.9H4,0, (Paraffin-Kettenlange 18 C), C.,H,,0; (Paraffin-Ketten- 
linge 20C) und C,,H,,0, (Paraffin-Kettenlange 22 C), in Abb. 8. Alle 
diese Kurven sind mit Zusatz von 2°% Athanol gemessen. 


Methodik 


Die Hamolyseversuche wurden wie friiher durchgefiihrt. Als MaB wurde von 
jeder Seife, wie in friiheren Arbeiten, die hamolytische Grenzkonzentration, das 
heiBt die minimale Seifenkonzentration bestimmt, bei der unter unseren Bedin- 
gungen in 2 Stdn. an gewaschenen Taubenblutkérperchen gerade noch Hamolyse 
eintrat. 

Wegen der geringen Léslichkeit der Natriumsalze vieler héherer Fettséuren 
wurden diesmal alle Fettsauren als leichter lésliche Kaliumsalze verwendet. Wie 
Kontrollversuche ergaben, waren diese sehr kleinen Kaliumkonzentrationen ohne 
EinfluB; die hamolytische Grenzkonzentration von Natrium- und Kaliumseifen ist 
identisch. 

Bei den héheren Gliedern der untersuchten Reihen sind auch die Kaliumsalze 
in Wasser schwer loslich. Sie sind jedoch in Alkohol in der Warme léslich. Es wurde 
deshalb, neben der Bestimmung der normalen Hamolysekurven in_homologen 
Reihen, auch die Kurve bestimmt, bei der den Seifenlédsungen 2° Athanol zu- 
gesetzt war. Das geschah so, daB die gewogene, wasserfreie Kaliumseife in 0,4 ccm 
Athanol (oder einem mehrfachen) warm gelést und mit 9,6 ccm einer 0,9-proz. NaCl- 
Lésung (oder einem mehrfachen) aufgefiillt wurde. Davon wurde je 1 ccm mit 
lecm unserer friiher!»? beschriebenen Suspension von gewaschenen Taubenblut- 
kérperchen zusammengebracht und nach 2 Stdn. bei 38° die Hamolyse bestimmt. 

Vorversuche ergaben, daB Zusatz von Athanol (auch von Aceton) bis zu 
7,5°, in 2 Stdn. unter unseren Bedingungen keinerlei Himolyse verursacht. 

Der Unterschied mit und ohne 2% Athanol ist bei logarithmischer 
Darstellung der himolytischen Grenzkonzentrationen nicht sehr groB, 
doch kann bei linearer Darstellung der Zusatz von 2°% Athanol, durch 
wesentliche Verbesserung der Léslichkeit der Seifen, eine Erhohung der 
Himolysekapazitit bis zum doppelten bedingen. Der Zusatz von 2% 
Athanol hat auBerdem den Vorteil, daB die gefundenen Werte viel siche- 
rer reproduzierbar sind, als ohne Athanol. 


Es kann hier nicht entschieden werden, wieweit der Zusatz von 2% 
Athanol eine an sich unsichtbare Schadigung der Erythrocytenmembran 
verursacht, die dann die minimale Grenzkonzentration der zur Hamolyse 
Wie 
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Abb. 1. Kaliumsalze der homologen Reihe der normalen Fettsiuren; ohne und mit 
Athanol 
> > ws 
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Liinge der Fettsiiurekette — 
o ohne, @ mit 2°), Athanol 





Hamolyt. Grenzkonz. 
Fettsaure (*) : ; * 
ohne mit 2°¢ Athanol 
C, 1/200 — 
Cy 1/330 _ 
C. 1/1350 1/1535 
Cy 1/2500 1/7050 
ia 1/8500 1/16800 
GC. 1/24000 1/40000 
C. 166000 1/90000 
c 165000 1/70000 
c. 1/52000 1/60000 
Cys 15700 1/25000 
c. 1/3000 1/5000 
ce 1/3000 1/3500 
cc 1/3000 1/3000 





* Die Kurve wurde durch Bestimmung der himolytischen Grenzkonzentration der bisher 


nicht untersuchten Seifen der Fettsiiuren Cys, C);, Cy;. ( 


i9 UNd Cy 


ergiinzt. 


Abb. 2. Kaliumsalze der bi-homologen Reihe der symm. Diaklyl-essigsauren, 
(Alkyl),CH + CO,H. 
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er Alkylketten* — 


dagegen. 





Hamolyt. Grenz- 





-essigsiure konz. mit 2°, 
Athanol 
Di-nonyl- 1/570000 
Di-decyl- 1/110000 
Di-undecyl- 1/31000 
Di-dodecyl- 1/9075 
Di-tridecyl- 1/5000 
Di-tetradecyl- 1/400 
Di-pentadecyl- 1/100 


Linge 





*9 Di-nonyl-, 10 = Di-decyl usw. (Die 
Zahl gibt nur die Liinge der Alkylkette, nicht die 


der Siiuren an.) 


notigen Seifenmenge erniedrigt. Die Daten der Abb. 1 und aller folgenden 
Kurven sprechen 


Di-nonyl-essigsiiure (Abb. 2) hat eine der niedrigsten bis jetzt mit 
unserer Methode gemessenen himolytischen Grenzkonzentrationen. Die 
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mit Kurve konnte nur ab Di-nonyl-essigsaure*> verfolgt werden, da die noch 


niedrigeren Glieder der bi-homologen Reihe der symm. Dialkyl-essig- 













































































































































































= siuren fliissig sind und von uns nicht dargestellt wurden. 
—_ Abb. 3. Kaliumsalze der bi-homologen Reihe der symm. 3-Oxy-3.3-dialkyl- 
propionsauren, (Alkyl),C(OH)-CH,-CO,H. 
1000004 
% } | | Hamolyt. Grenzkonz. 
10°°0001 ro -propionsaure mit 2° 
ohne Athanol 
2002 
P \|\|_ | 3-Oxy-3.3-di-butyl- 1/125 | 1/200 
3 200% {| 3-Oxy-3.3-di-pentyl- 1/2000 a 
: \ | | 3-Oxy-3.3-di-hexyl- 1/5710 | 1/10000 
¢ 10001 | 3-Oxy-3.3-di-heptyl- 1/60000 -- 
:_ - | 3-Oxy-3.3-di-octyi- 1/96000 | 1/200000 
a : | 3-Oxy-3.3-di-nonyl- 1/122800 — 
2 a0 Ly | 3-Oxy-3.3-di-decyl- 1/120000 } 1/225000 
lite z | \\| 3-Oxy-3.3-di-undecyl- | 1/10000 | 1/108000 
= 0°01 3-Oxy-3.3-di-dodecy]- 1/5710 1/16650 
2“ 3-Oxy-3.3-di-tridecyl- 1/650 1/726 
| a 02 3-Oxy-3.3-di-tetra-decy] -- 1/100 
O4 | Die Seifen aller weiteren bi-homologen Saiuren 
| bis zur 3-Oxy-3.3-di-nonadecyl-propionsaure 
074 | geben auch in 1-proz. Lésung oder Suspension 
456789 0H 23 keine Hamolyse. 
Linge der Alkyiketten* — 
o ohne; @ mit 2°/, Athanol 
* 7 = Di-heptyl-siure usw. 
Abb. 4. Kaliumsalze der homologen Reihe der’2-Oxy-2-methyl-fettsauren, 
H,C-[CH,]x-C(OH)-CO,H 
CH, 
0 ~ in * 
0002} 
Ty | Ff 
t 0004} : ' 
re ce / \ Hamolyt. Grenzkonz. 
3 woo L414 / | 2-Oxy-2-methyl- mit 2% 
: ® f fi | ohne Athanol 
« 2 -- | 
= 904 LI Lf Di Se ee . 
2 / Seee | -dodecansaure 1/4000 1/8000 
- | ; | | | -tridecansaure 1/13500 1/24000 
: 2 1°01 ta: ae a ee on “ | -tetradecansiure}| 1/31000 1/50000 
7 92 / | | |_| -pentadecansiure|  1/50000 1/70000 
ae / || -hexadecansaure 1/65000 1/90000 
- a |A _— ae -heptadecansiure} 1/45000 1/66000 
| -octadecansaure 1/40000 1/50000 
| 021 ae Tes ee Oe ee | -nonadecansiure | 1/35000 1/50000 
89 ON 2 13 4 16 17 18 1920 
Linge der Fettsiurekette — 
(ohne Methy'gruppe, 
0 o=ne; @ mit 2°/, Athanol 
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Das Minimum der hamolytischen Grenzkonzentration liegt bei der bj. 
homologen Reihe der 3-Oxy-3.3-dialkyl-propionsiuren (Abb.3) zwischen 
der Di-octyl- und Di-decyl-saure, also bei Paraffin-Kettenlangen von 17 
bis 21 C. Sie ahnelt so der Kurve der Abb. 1 der homologen Reihe der 
normalen Fettsaiuren, bei der die Maxima bei einer C-Kettenlinge von 
14 bis 16 C liegen; obwohl bei den Saéuren der Abb. 3 die eigentliche Fett. 
siurekette von der COOH-Gruppe bis zum letzten —CHy nur eine Linge 
von 11 bis 13 C hat. 


Abb. 5. Kaliumsalze der isomeren Reihe der Paraffincarbonsdiuren (= unsymm, 
Dialkyl-essigsiuren) C.)H,,0., R-CH—R’ 
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Stellung der —CO,H-Gruppe* — 
@ ohne; o mit 2°), Athanol 
* Die Nummer der Abscisse gibt die Nr. des C-Atoms der Paraffinkette an, an dem die CO,H-Gruppe 
steht. 


; . 








ae Hamolyt. Grenzkonz. 
-essigsdure 
—_ mit 2% 
R R’ — Athanol 
Athyl-hexadecyl- 1/120000 1/210000 
Propyl-pentadecyl- 1/153 500 1/222000 
Butyl-tetradecyl- 1/220000 1/350000 
Pentyl-tridecy]- 1/363000 1/420000 
Hexyl-dodecy]- 1/340000 1/444000 
Hepty!-undecyl- 1/350000 1/444000 
Octyl-decyl- 1/340000 1/540000 
Di-nony!]- 1/350000 1/570000 


Das Minimum der hamolytischen Grenzkonzentration bei der homo- 
logen Reihe der 2-Oxy-2-methyl-fettsiuren (Abb. 4) liegt wiederum wie bei 
den homologen Reihen der 3-Oxy-3-methyl-fettsiuren und der 3-Oxy-2- 
methyl-fettsauren (Lit.1, Abb. 3, S. 154) bei einer Kettenlainge von 16 C. 
Zusatz von 2% Athanol erniedrigt die hamolyt. Grenzkonzentration 
(= erhéht die Haimolyse-kapazitit) durchweg, wie bei Abb. 1. 

Die hamolytischen Grenzkonzentrationen der Kaliumsalze der iso- 
meren Reihe der Paraffincarbonséuren C,)H,,0, (Abb. 5) liegen bei An- 
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Abb. 6. Kaliumsalze der isomeren Reihe der Paraffincarbonsiuren C,,H;,0., 
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Stellung der CO,Gruppe* — 


* Die Nummer der Abscisse gibt die Nr. des C-Atoms der Paraffinkette an, an dem die CO,H-Gruppe 


steht. 


Die Zahlen im Diagramm geben die Liingen der Paraffinketten an. 





Substit. Essigsiuren 
C19H3,02 
R R’ 


Hamolyt. Grenz- 
konz. mit 
2% Athanol 





Athyl-pentadecyl- 
Propyl-tetradecy]l 
Butyl-tridecyl- 
Pentyl-dodecyl- 
Heptyl-decyl- 
Octyl-nonyl- 





1/200000 
1/300000 
1/580000 
1/550000 
1/590000 
1/700000 





Substit. Essigsauren 
Co1H4.0 
R’ 


Hamolyt. Grenz- 
konz. mit 
2% Athanol 


Substit. Essigsiuren 
CyoH 4.0. 
R R’ 


Hamolyt. Grenz- 
konz. mit 
2% Athanol 





Propyl-hexadecy]- 
Butyl-pentadecyl- 
Pentyl-tetradecyl- 
Hexyl-tridecyl- 
Heptyl-dodecyl- 
Octyl-undecy]- 
Nonyl-decyl- 

















1/230000 Hexyl-tetradecy]l- 1/261000 
1/256000 Heptyl-tridecyl- 1/333000 
1/461000 Octyl-dodecyl- 1/200000 
1/425000 Nonyl-undecyl- 1/153000 
1/350000 Di-decyl- 1/110000 
1/307000 
1/250000 Subst. Essigsiuren 
CoH gO. 
R , 
Nonyl-dodecy]- 1/87 500 
Decyl-undecyl- 1/77 700 


wesenheit von 2% Athanol wie in den Abb. 1—3, um etwa den gleichen 
Betrag niedriger, als ohne Athanolzusatz. 
Die Kurven der hamolytischen Grenzkonzentrationen der isomeren 


Reihen der 3-Oxy-3.3-dialkyl-propionsiuren (= Paraffin-x-oxy-x-essig- 
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Abb. 7. Kaliumsalze der isomeren Reihen der unsymmetr. 3-Oxy-3.3-dialky]. Ab! 
ae : R-C(OH)-R’ 
propionséuren C,9H3,03, Cy;Hy.O0, und C3Hy,0s, l 
CH,-CO,H 
= 900002 . 
- r— 
: % E 
0004 
3 wi ,, 
5 es | : 
= -5 | 
= — es. |S Ss ele : 


Stellung der OH- und —CH,-CO,H-Gruppe* — 


* Die Nummer der Abscisse gibt die Nr. des C-Atoms der Paraffinkette an, an dem sowoh! 
OH-, wie —CH,—CO,H-Gruppe stehen. Die Zahlen in den Kurven geben die Lange der Paraftin- 
ketten an. * 


wie - 





3.3-substit. 3-Oxy-propion- 
siuren, C,,H;,0, 


R R’ | 


Hamolyt. Grenzkonz. 
mit 2°, Athanol 





3-athyl- 3-tetradecyl- 1/182500 
~ 3-propyl-3-tridecyl- 1/200000 
3-buty1-3-dodecyl- 1/235000 
] 




















3-pentyl-3-undecyl- 320000 
3-hexyl-3-decyl- 1/245000 
3-heptyl-3-nonyl- 1/200000 
3.3-di-octyl- 1/200000 
A 
3.3-substit. 3-Oxy- Hamolyt. 3.3-subst:t. 3-Oxy- Hamolyt. sit 
propionsauren, C,,;H,.03;} Grenzkonz. propionsauren, C,,H,,O3 Grenzkonz. —_ 
R R’ m. 2°, Athanol R R’ m. 2% Athanol 3m 
3a 
3-methyl-3-heptadecyl- 1/120000 | 3-hexyl-3-tetradecyl- 1/141000 A 
3-athyl-3-hexadecyl- 1/170000 3-heptyl-3-tridecy]- 1/240000 oh 
3-propyl-3-pentadecy]- 1/184200 3-octyl-3-dodecyl- 1/300000 Rs h 
3-butyl-3-tetradecy]- 1/210000 3-nony1-3-undecyl- 1/200000 3-0 
3-butyl-3-tetradecy]- 1/210000 3.3-di-decyl- 1/225000 io 
3-pentyl-3-tridecyl- 1/300000 
3-hexyl-3-dodecy]- 1/266400 
3-octyl-3-decyl- 1/247000 1 
3.3-di-nonyl- 1/122800 rem 
Me 
be: 
siuren, Abb. 7 und 8) zeigen einen dhnlich flachen Verlauf, wie die Ox 
isomeren Reihen der Paraffin-carbonsiuren (= Dialkyl-essigsiéuren, — 
Abb. 5 und 6). Sie zeigen meist Maxima am Anfang der Kurven; bei J 


einer Stellung der sauren Gruppen am dritten bis sechsten C-Atom der 
Paraffinketten. 
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Abb. 8. Kaliumsalze der isomeren Reihen der unsymmetr. 3-Oxy-3.3-dialkyl- 


propionsduren C.9H,)9O, und C,,H,,03,, R-C(OH)-R’ 




































































CH,-CO,H 
1000001 
FS % 
= 00002 
= 0.0004 
» 195 
. Ze US % 7.8 9G WW Weve ww 
Stellung der OH- und — CH,—CO,H-Gruppe* — 
* Die Nummer der Abscisse gibt die Nr. des C-Atoms der Paraffinkette an, an dem sowohl OH- 
wie —CH,-CO,H-Gruppe stehen. Die Zahlen in den Kurven geben die Linge der Paraffinketten an. 
3.3-substit. 3-Oxy- | Hamolyt. Grenzkonz. 
propionsauren, Cy9H4)03 BS 33 
R R’ mit 2° Athanol 
3-methyl-3-hexadecyl- 1/168000 
3-athyl-3-pentadecyl- 1/400000 
3-propy]-3-tetradecyl- 1/335000 
3-buty1-3-tridecyl- 1/250000 
3-penty]-3-dodecyl- 1/324000 
3-hexyl-3-undecyl- 1/262000 
3-hepty1-3-decyl- 1/220000 
3-octyl-3-nonyl- 1/200000 
3.3-substit. 3-Oxy- Hamolyt. 3.3-substit. 3-Oxy- Hamolyt. 
propionséuren, C22H,yO;| Grenzkonz. | propionsiuren, C.,4H,s03| Grenzkonz. 
R R’ m. 2% Athanol R R’ m. 2% Athanol 
3-methy]-3-octadecyl- 1/100000 3-hexy]-3-pentadecy]- 1/170000 
3-athyl-3-heptadecyl- 1/120000 3-heptyl-3-tetradecyl- 1/160000 
3-propyl-3-hexadecyl- 1/177 600 3-octyl-3-tridecyl- 1/290000 
3-pentyl-3-tetradecyl- 1/210000 3-nonyl-3-dodecyl- 1/277500 
3-hexy1-3-tridecyl- 1/220000 3-decy]-3-undecy1- 1/150000 
3-heptyl-3-dodecyl- 1/235000 
3-octyl-3-undecy1- 1/310000 
3-nonyl-3-decyl- 1/220000 


Das ergibt eine interessante Parallele zu Versuchen von Weitzel?, 
der feststellte, daB die antituberkulare Wirkung in isomeren Reihen von 
Methyl-fettsiéuren, auch von Methyl-paraffin-alkoholen, ein Maximum 
bei einer Stellung der Methylgruppe am fiinften C-Atom von der Carb- 
oxylgruppe zeigt. 

7 W.M. Stanley, G.H. Coleman, C. M. Greer, J. Sacks u. R. Adams, 
J. Pharmacol. exp. Therapeut. 45, 121 [1932]. 


8 F. W. Putnam, Advances Protein Chem. 4, 79 [1948]. 
9 G. Weitzel, diese Z. 288, 174 [1951]. 
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Eine ahnliche Analogie ergibt sich aus dem Vergleich der hamoly. 
tischen Grenzkonzentration der isomeren Reihen unserer Octadecan. 
carbonséuren mit antibakteriellen Grenzkonzentrationen der igo. 
meren Reihen von Pentadecan-carbonsiuren nach Stanley, Jay und 


Adams! (Abb. 9). 
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Abb. 9. Vergleich der hamolyt. Grenzkonzentration der isomeren Reihe der Octa- 
decan-carbonsiuren (18) mit der antibakteriellen Wirkung der isomeren Reihe der 
Pentadecan-carbonsauren (15) nach Stanley, Jay und Adams!®, 


Zusammenfassung 


Die haimolytischen Grenzkonzentrationen der Seifen folgender 
homologer und isomerer Reihen verzweigter Fettsiuren wurden ge- 
messen: 1. Der bihomologen Reihe der symm. Dialkyl-fettsauren von 
CyoH4 0, bis C3,Hg,0,. 2. Der bi-homologen Reihe der 3-Oxy-3.3- 
dialkyl-propionsauren von C,,H;,0,; bis C,,H,,03. 3. Der homologen 
Reihe der 2-Oxy-2-methyl-fettsiuren von C,,;H,,0, bis Cy9H4 O,. 4. Der 
isomeren Reihen der unsymmetr. 3-Oxy-3.3-dialkyl-propionsauren 
von C,9H3,0; bis C,,H,,0,. 

Alle bi-homologen Reihen zeigen einen dhnlichen glocken- 
formigen Verlauf, wie friiher!? festgestellt ; genau so, wie er auch aus den 
Kurven der bactericiden Eigenschaften in homologen Reihen bekannt ist. 

Alle isomeren Reihen zeigen flachen Verlauf der himolytischen 
Grenzkonzentration; meist mit einem Wirkungsmaximum, wenn die 
Substituenten am 3. bis 6. C-Atom der Paraffinkette stehen. 

Auf die Analogie der Kurven der himolytischen Grenzkonzentration 
mit den Kurven der bactericiden Grenzkonzentrationen in homologen 
und isomeren Reihen von Paraffin-carbonsiuren wird hingewiesen. 

Wahrscheinlich liegt der bactericiden und der himolytischen Wir- 
kung von Kationen- und Anionenseifen derselbe Mechanismus zugrunde. 


10 W.M. Stanley, W.S. Jay u. R. Adams, Journ. Amer. chem. Soc. 51, 
1262 [1929]. 
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Stoffwechsel und DPN/DPNH-Konzentrationen 
der verfetteten Leber 


Von 
Horst Frunder 


Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig; 
Direktor: Prof. Dr. med, et phil. E. Strack 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Mai 1954) 


In einer friiheren Arbeit! wurde als ein Modeil des Schiadigungs- 
stoffwechsels die Sauerstoffaufnahme verfetteter Leberschnitte unter- 
sucht und gefunden, daB sie gegeniiber normalen Schnitten stark herab- 
gesetzt ist. Da allein Bernsteinsiure als Oxydationssubstrat die Atmungs- 
werte der Fettleberschnitte an die normale Sauerstoffaufnahme anglich, 
andere Substrate es jedoch nicht taten, wurde vermutet, daB die At- 
mungshemmung durch Stérung DPN-abhangiger Fermente  ver- 
ursacht ist. 

Im folgenden wird iiber Messungen weiterer StoffwechselgréBen 
und der stationiiren DPN/DPNH-Konzentrationen berichtet. Sie sollen 
die bei der Leberverfettung vorhandene Stoffwechselstérung niher 
charakterisieren und gleichzeitig Hinweise fiir den allgemeinen Schadi- 
gungsmechanismus liefern. Untersucht wurden aerobe, anaerobe Gly- 
kolyse und Brenztraubenséureverbrauch von verfetteten Mauseleber- 
schnitten im Vergleich zu Normaltieren. Um mégliche Fehldeutungen 
von den nur angenihert physiologischen Bedingungen des Warburg- 
Schnittversuches auf die Verhaltnisse in vivo zu vermeiden, wurden 
weiterhin die stationiren Glykogen-, Brenztraubensiure- (BTS) und 
DPN/DPNH*-Konzentrationen bestimmt. Denn zur Zeit laufende Ver- 
suche haben gezeigt, daB manche Ergebnisse des Warburg-Schnittver- 
suches zum Teil erheblich von den stationéren Verhaltnissen in vivo 
abweichen. 


Ergebnisse 


I. Aerobe, anaerobe Glykolyse und BTS-Verbrauch 


Tab. 1 zeigt die Q@-Werte von Atmung, aerober und anaerober Gly- 
kolyse von Fettleberschnitten im Vergleich zu normalen Leberschnitten. 
Die auf Trockenendgewicht bezogenen Q-Werte der Fettleberschnitte 
sind wegen ihres erniedrigten prozentualen Stickstoffgehaltes (Normal- 


1H. Frunder u. W. Friedel, diese Z. 295, 77 [1953]. 
* DPN = Diphosphopyridin-nucleotid; DPNH = reduziertes Diphospho- 
pyridin-nucleotid. 
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Tab. 1. Atmung (siehe ]. c.1), aerobe und anaerobe Glykolyse normaler und ver. 

fetteter Mauseleberschnitte (Q, bezogen auf Trockengewicht; Zahl der Versuche 

in Klammern). Die Fettleberwerte sind mit dem Faktor 1,89 multipliziert 
(siehe ]. c.1). Mittelwerte + Standardabweichung. 





normal verfettet , 





mod. PO,-Ringerlsg. mit ey ee ieee 
@0: 100 Na-Pyruvat 21,9+ 2,9 (29) 11,9 + 3,78 (55) < 0,001 


0, Ryo-Bicarbonat-Ringerlsg. ee pina at ia 
cd, mit 0,2°,, Glucose AAG 3 ORO (18) 2,86 + 0,84 (17) < 0,001 


N, Rjo-Bicarbonat-Ringerlsg. 7 19 . re 7 sig 
God, mit 0,.2° Glucose 1,7 = 0,40 (18) 1,6 = 0,43 (22) > 0,05 
Qn: R ,-Bicarbu..at-Ringerlsg. - 
CO. mit 0,2°,, Glucose 5, 
und 0,01-n.Na-Pyruvat 
ON: R,o-Bicarbonat-Ringerlsg. 
“CO. mit 0,2°, Glucose 2,1 + 0,27 (7) 2,0 + 0,20(7) > 0,05* 
und 0,01-n.Na-d,/-Lactat 
* nicht signifikant. 


-L 0,65 (7) 3,7 + 0,63 (7) < 0,001 


N = 10,78%, Fettleber-N = 5,71% im Trockengewicht) mit dem Faktor 
1,89 muitipliziert, damit sie mit der Normalleber vergleichbar werden. 

Die Atmung der Fettleberschnitte ist rd. 45% gegeniiber der Nor- 
malatmung erniedrigt!, die aerobe Glykolyse der verfetteten Schnitte 
dagegen um fast 50% erhéht. Die Absolutwerte von Atmung und aerober 
Glykolyse lassen sich nicht direkt in Beziehung zueinander setzen, da 
sie aus methodischen Griinden unter differenten iuBeren experimentellen 
Bedingungen gewonnen sind (s. auch Versuchsteil). Denn die Atmung 
der normalen Leberschnitte ist in der Suspensionsfliissigkeit, die zur 
Bestimmung der aeroben Glykolyse verwendet werden muBte, sicher 
bedeutend niedriger als in der fiir die Atmungsversuche optimalen 
K- und PO,-reichen Phosphat-Ringerlésung. Die unter identischen Bedin- 
gungen gewonnenen Werte der aeroben Glykolyse bleiben jedoch ver- 
gleichbar und zeigen, daB bei der Leberverfettung die erhdhte aerobe 
Glykolyse als Zeichen des Schidigungsstoffwechsels nachweisbar ist. 


Die anaerobe Glykolyse ist mit Glucose allein bei normalen und 
verfetteten Schnitten gleich und gegeniiber der normalen aeroben Glyko- 
lyse gering, aber nicht signifikant erniedrigt. Dieses Ergebnis bedeutet, 
daB die Fettleberschnitte anaerob fast 50° weniger glykolysieren als 
aerob. Ein Pasteur-Effekt ist unter unseren Versuchsbedingungen nicht 
nachweisbar. Setzt man der Suspensionsfliissigkeit BTS-Na in n/100- 
Endkonzentration zu, so ist die anaerobe Glykolyse der Normallebern 
um mehr als das 3-fache, die der Fettlebern nur etwas mehr als das Dop- 
pelte gegeniiber dem BTS-freien Medium gesteigert. Lactatzusatz erhoht 
dagegen in gleicher Endkonzentration wie BTS die anaerobe Glykolyse 
nur gering und nicht signifikant. Aerobe und anaerobe Glykolyseraten 
sind bei normalen und verfetteten Schnitten unabhangig davon, ob in 
der Suspensionsfliissigkeit Glucose enthalten ist oder nicht. 
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Aus methodischen Griinden konnte die aerobe Glykolyse in Gegen- 
wart von BTS nicht untersucht werden. Denn bei der von uns benutzten 
direkten*“* Bestimmung nach Negelein? tritt in BTS-Gegenwart 
— durch seine Oxydation — vermehrt Bicarbonat in der Suspensions- 
flissigkeit auf, was eine Bestimmung der Glykolyserate unméglich 
macht. 

Auch im BTS-Verbrauch von Leberschnitten zeigen sich deutliche 
Unterschiede zwischen normalen und Fettlebertieren (s. Tab. 2). 


Tab. 2. BTS-Verbrauch von normalen und verfetteten Mauseleberschnitten in y/mg 

Trockengewicht und Stunde (die Fettleberwerte sind mit dem Faktor 1,89 multi- 

pliziert; Zahl der Versuche in Klammern). Gesamtinkubationsdauer 90 Minuten. 
Mittelwerte + Standardabweichung. 





normal verfettet Pp 





]. Schnitte ernahrter Tiere in 2 ml 60,7 + 5,07(10) 25,4 + 5,54 (18) < 0,001 
mod. PO,-Ringerlsg. mit 1,76mg 
BTS (= 0,01-n.) als Na-Pyru- 
vat im Ansatz 
. Schnitte ernahrter Tiere in 2 ml 33,2 + 5,38 (8) 17,3 + 5,61 (11) < 0,001 
mod. PO,-Ringerlsg. mit 1,76mg 
BTS (= 0,01-n.) als Na-Pyruvat 
und 2 mg Glucose im Ansatz 
3. Schnitte von 18 Stdn.-Hunger- 31,8 + 1,87 (9) wie unter I. 
tieren — Ansatz wie unter 1. 
. Schnitte von 18 Stdn.-Hunger- 23,9 + 1,79 (6) wie unter 2. 
tieren — Ansatz wie unter 2. 


L 


~ 


Leberschnitte normal ernahrter Tiere verbrauchen fro mg Trocken- 
gewicht und Stunde rd. 60 y BTS, eine Menge, die etwatler von Leut- 
hardt und Mauron? angegebenen bei der Rattenleber entspricht. Fett- 
leberschnitte zeigen dagegen nur 42% des normalen BTS-Verbrauches. 
Die von uns verwendete BTS-Konzentration von 0,01-n. geniigt, um 
annihernd einen maximalen Verbrauch zu erzielen. Denn weiterer BTS- 
Zusatz bis zur doppelten Endkonzentration steigerte den BTS-Ver- 
brauch nur unbedeutend. Bringt man Schnitte von normal ernahrten 
Tieren in eine Suspensionsfliissigkeit, die neben BTS auch noch Glucose 
als Substrat enthalt, so vermindert sich hier der BTS-Verbrauch um 
fast 50%. Der schon stark reduzierte Verbrauch der Fettleberschnitte 
wird unter diesen Bedingungen zwar nicht wesentlich, aber doch deutlich 
weiter eingeschrankt. 

Kinen ahnlich stark herabgesetzten BTS-Verbrauch wie bei der 
‘ettleber findet man auch in den Leberschnitten normaler Tiere, die vor 
dem Versuch 18 Stdn. gehungert haben. Es liegt nahe, dies in beiden 
Fallen auf die gleiche Ursache zuriickzufiihren. Bei der Besprechung der 
Ergebnisse wird jedoch gezeigt, daB man hierfiir einen unterschiedlichen 


2 E. Negelein, Biochem. Z. 158, 121 [1925]. 
3 F. Leuthardt u. J. Mauron, Helv. physiol. Acta 8, 367 [1950]. 












270 Horst Frunder, Bd. 297 (1954 


Entstehungsmechanismus annehmen mu. Bei den Fettlebertieren hat 
dagegen eine vorangehende Hungerperiode keinen sicheren Einflufi auf 
die GréBe des BTS-Verbrauches, obwohl auch hier die Ergebnisse an der 
unteren Grenze der Werte der ernihrten Gruppe liegen. 


II. Stationére Glykogen-, Brenztraubensiure-, DPN- und 
DPNH-Konzentrationen 


Die Beurteilung der Ergebnisse von Stoffwechseluntersuchungen 
mit der Warburg-Schnittmethode wird sicherer und eindeutiger, wenn 
gleichzeitig die stationéren Konzentrationen einiger Reaktionsteilnehmer 
im Gewebe bestimmt werden. Daher untersuchten wir auch den Glyko. 
gen-, BTS- und als empfindlichen Indikator der Stoffwechsellage den 
DPN/DPNH-Gehalt der Leber (s. Tab. 3). 

Der mittlere Glykogengehalt der Lebern normal ernahrter Mause 
ist 1,92% im Feuchtgewicht, der von Fettlebern ernahrter Tiere 0,60°%. 
Alle auf Feuchtgewicht bezogenen Fettleberwerte sind mit dem Faktor 
1,383 multipliziert, um ihren erniedrigten Stickstoffgehalt dem der 
Normallebern anzugleichen (%N im Feuchtgewicht: normal 3,0, ver- 
fettet 2,17). Die Glykogenabnahme in der Fettleber, die den bekannten 
Werten der Literatur? entspricht, ist unter unseren Versuchsbedingungen 
erheblich. La&t man die Tiere vor der Bestimmung 18 Stdn. hungern, 
so verschwindet in der normalen Leber das Glykogen bis auf einen Rest 
von etwa 40 mg%. Bei Fettlebertieren, die ja die Hungerperiode schon 
von einem viel ok Glykogenausgangswert beginnen, ist bemerkens- 
werterweise der Glykogenschwund nicht so stark. Denn man findet nach 
18 Stdn. Hunger hier noch etwa 95 mg% Glykogen. Fiir diese geringen 
Gly kogenmengen war unsere Bestimmungsmethode jedoch nicht genau 
genug, so daB sich die beobachteten Unterschiede statistisch nicht sichern 


Tab. 3. Stationire Konzentrationen von Glykogen, Brenztraubensiure und 

DPN/DPNH in der feuchten normalen und verfetteten Mauseleber (die Fettwerte 

sind mit dem Faktor 1,383 multipliziert, die Zahl der Versuche in Klammern). 
Mittelwerte + Standardabweichung. 








normal verfettet P 
Glykogen 1,92% +1,01(11) — 0,60% +.0,27(25) <0,001 
Brenztraubensaure 1,81 mg% + 0,15 (14) 3,05mg% + 0,26 (12) < 0,001 
Brenztraubensaure nach 

14 Stdn. Hunger 0,47 mg°, (2) 75 mg% (4) 

DPN in y/g Feuchtgewicht 376 + 35 (16) - + 58 (11) > 0,05* 
DPNH in y/g Feuchtgewicht 188 + 37 (16) 138 -+ 32 (16) < 0,001 
yDPN/mg Leber-N 12,5-+ 1,20 8+ 100 ig Oe 
yDPNH/mg Leber-N 64+ 1,12 464 1,05 (Sn 


* nicht signifikant. 


4 F. Rubino, Boll. Soc. ital. Biol. sperim. 27, 1297 [1951]; N. N. Laptewa, 
Arch. Pathol. (russ.) 12, 56 [1950]. 
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lassen. Es ist aber auffallend, daB trotz erhohter aerober Glykolyse und 
geringerem Glykogengehalt die Fettlebern nach einer Hungerperiode 
auf jeden Fall nicht weniger Glykogen enthalten als die normalen Lebern 
unter gleichen Bedingungen. 

Die stationiren BTS-Konzentrationen sind dagegen in der Fettleber 
(parallel zu ihrer erhéhten Glykolyserate) mit 3,05 mg % eindeutig héher 
als im normalen Gewebe, in dem nur 1,81 mg°% gefunden werden. LaBt 
man normale Tiere hungern, so beginnt nach etwa 8 Stdn. die BTS- 
Konzentration abzufallen, nach 18—20 Stdn. bis auf einen sehr geringen 
Wert von etwa 0,2 mg%. Bei verfetteten Lebern ist unter diesen Bedin- 
gungen auch eine geringe BTS-Reduktion nachzuweisen, jedoch bei 
weitem nicht so ausgeprigt wie im normalen Gewebe. 

Auch die Ergebnisse der DPN/DPNH-Bestimmungen zeigen sichere 
Unterschiede zwischen normalem und verfettetem Lebergewebe. Wiih- 
rend der DPN-Gehalt mit iiberraschend gut iibereinstimmenden Mittel- 
werten unverandert geblieben ist, sinkt die DPNH-Konzentration deut- 
lich ab. In der Fettleber betragt sie — bezogen auf mg Leber-N — nur 
noch 72% des Normalwertes. Die zugehérige DPN-Konzentration ist 
aber nicht entsprechend der DPNH-Reduktion erhéht, sondern ent- 
spricht nur der normalen Menge bzw. liegt sogar noch ein wenig dar- 
unter. Es ist also in der Fettleber nicht nur eine Verschiebung des nor- 
malen DPN/DPNH-Verhiltnisses von 2:1 auf rd. 3:1 eingetreten, son- 
dern dariiber hinaus ist auch die Gesamtmenge an DPN +- DPNH um 
rd. 10% vermindert. 

Die Verainderung des normalen DPN/DPNH-Quotienten von 2:1 
nach 3:1 zeigt an, daB in der Fettleber offenbar das AusmaB der DPN- 
abhiingigen Dehydrierungen vermindert ist; denn eine Beschleunigung 
der DPNH-Oxydation, die zum gleichen Ergebnis fiihren kénnte, ist 
woh] im Hinblick auf die verminderte Sauerstoffaufnahme von Fett- 
leberschnitten auszuschlieBen. Da sich stets Gleichgewichte zwischen 
Fermenten und ihren zugehérigen Substraten einstellen, so kann man 
weiterhin in der Fettleber auch eine Verarmung an DPN-reduzierenden 
Substraten annehmen (s. nachster Abschnitt). Weiterhin ist die Reduk- 
tion des gesamten DPN + DPNH in vivo um 10% auffallend. Sie ist 
aber zu gering, um als primaire Ursache der stark gestérten Atmung im 
Fettleberschnitt in Frage zu kommen. Wie zur Zeit laufende Unter- 
suchungen zeigen, charakterisieren jedoch die stationaren DPN/DPNH- 
Konzentrationen in vivo durchaus nicht die Verhaltnisse, wie sie in vitro 
im Gewebeschnitt waihrend des Warburg-Versuches vorliegen. Hier mu8 
man mit anderen Konzentrationen rechnen, die das Bild, wie es sich in 
vivo darstellt, betrachtlich verandern. Hieriiber wird in einer nachfol- 

genden Mitteilung berichtet. 
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Besprechung der Ergebnisse 


Die Sauerstoffaufnahme von Gewebeschnitten allein ist zwar ein 
brauchbarer Indikator zur Charakterisierung des Stoffwechsels. oft 
jedoch vieldeutig. Sie wurde bei verfetteten Leberschnitten herabgesetzt 
gefunden und als Ursache hierfiir eine Stérung DPN-abhingiger De. 
hydrasen vermutet. Man kann natiirlich auch fiir die Hemmung der 
Sauerstoffaufnahme — soweit das ohne Beriicksichtigung des Zellstoff. 
wechsels méglich ist — isolierte Permeabilitatsst6rungen annehmen, 
was besonders bei den stark verfetteten Leberzellen naheliegend ist, 
Diese Méglichkeit wurde von Lang® erwogen, weil er bei Homogenaten 
verfetteter Lebern eine normale Sauerstoffaufnahme gefunden hatte, 
Nun ist gerade ein Vergleich von Gewebeschnitten mit Homogenaten in 
Hinsicht auf die Bedeutung der Cozymase besonders schwierig. Denn 
letztere wird im Homogenat vor allem durch eine sehr aktive Nucleoti. 
dase viel weitgehender zerstért als im Gewebeschnitt, und man setzt 
deshalb dem Homogenat zur Erhaltung seiner Atmungsaktivitat ATP 
und oft auch DPN zu. Um die Stoffwechselstérung bei der Leberver. 
fettung naher zu charakterisieren und gleichzeitig zu entscheiden, wie 
weit Permeabilitaétsst6rungen dabei eine Rolle spielen kénnen, sind die 
beschriebenen Versuche angestellt worden. Sie erbrachten folgendes 
Irgebnis: 

Die aerobe Glykolyse ist gesteigert, und zwar unabhangig davon, 
ob der Suspensionsfliissigkeit Glucose zugesetzt ist oder nicht. Parallel 
dazu findet man erhéhte BTS-Konzentrationen und einen reduzierten 
rlykogengehalt in der Fettleber. Diese drei mit voneinander unabhiin- 
giger Methodik erhobenen Befunde zeigen 1. einen verstirkten Glykogen- 
abbau und 2. im Zusammenhang mit der verminderten Sauerstoffauf. 
nahme eine nicht rasch genug ablaufende Verbrennung der Glykolyse- 
zwischenprodukte in der Fettleber an. Aus der Anlage dieser Versuche 
ist ein etwa moglicher EinfluB einer ,,primar** gestérten Zeilpermeabilitat 
auf die unterschiedlichen Ergebnisse auszuschlieBen. 

In der anaeroben Glykolyserate bestehen bei Glucosezusatz 
allein keine Unterschiede zwischen normalen und verfetteten Leber- 
schnitten. BTS-Zusatz steigert jedoch die anaerobe Glykolyse von nor- 
malem Gewebe viel stirker als von verfettetem Gewebe, wihrend Milch- 
siure keinen nachweisbaren EinfluB hierauf hat. Man kann danach an- 
nehmen, da8B der Ubergang von BTS zu Milchsiure die Kette der Gly- 
kolysereaktionen beschleunigt. Ob hierbei die Glycerinaldehyd-phos- 
phorsdure unter Vermittlung von DPN verstirkt mit der zugesetzten 
BTS dismutiert oder andere Reaktionen vorherrschen, ist aus diesen 
Versuchen allein nicht zu entscheiden und soll weiter untersucht werden. 
Terner® beschreibt in neuerer Zeit gleichfalls eine starke Erhéhung der 


° K. Lang, Diskuss.-Bemerkung, Kongr. Physiol. Chem. 1953, Homburg 
(Saar). 
6 C. Terner, Biochem. J. 52, 229 [1952]; 56, 471 [1954]. 
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anaeroben Milchséurebildung in Gegenwart von BTS durch lactierende 
Mammaschnitte. Nach ihm sind begrenzende Faktoren der anaeroben 
Milchsiurebildung im Mammagewebe die Geschwindigkeit der Glucose- 
phosphorylierung und die Cozymasekonzentration. Bemerkenswert ist 
hei den vorliegenden Versuchen, daB die anaerobe Glykolyserate bei den 
Fettleberschnitten durch BTS bei weitem nicht in dem AusmaB gestei- 
vert wird wie bei normalen Schnitten. Es liegt nahe, fiir diese Unter- 
schiede Differenzen in der Cozymaseaktivitét anzunehmen. Allerdings 
liefert hierfiir die Bestimmung der stationéren DPN/DPNH-Konzen- 
trationen in vivo keine Anhaltspunkte. Denn ihre Gesamtkonzentration 
ist in der Fettleber gegeniiber der Normalleber nur um 10% herabgesetzt. 
Es ist jedoch in diesem Zusammenhang darauf hinzuweisen, daB die 
DPN/DPNH-Konzentrationen unter den Bedingungen des anaeroben 
Gewebeschnittversuches grundlegend andere sind als in vivo. Wie lau- 
fende Versuche schon jetzt wahrscheinlich machen, ist hierbei die Zer- 
stérungsrate von DPN/DPNH in den Fettleberschnitten wesentlich weit- 
gvehender als in den normalen Leberschnitten. Daher muB die Frage der 
Rolle der Cozymase als begrenzender Faktor fiir die anaerobe Glykolyse- 
steigerung in BTS-Gegenwart unter den vorliegenden Versuchsbedin- 
gungen zunichst noch offen bleiben. 

Der BTS-Verbrauch von Fettleberschnitten ist stark herab- 
gesetzt. Bei normalen Hungertieren findet man gleichfalls einen ver- 
minderten BT'S-Verbrauch, wenn auch nicht so ausgepragt wie bei den 
verfetteten Tieren. Im Hungerzustand ist gleichzeitig die stationare 
BT'S-Konzentration bis auf einen geringen Rest reduziert, bei den er- 
nihrten Fettlebertieren dagegen betrachtlich erhoht. Die St6rung in der 
BTS-Verwertung muB daher bei beiden unterschiedlichen Charakter 
haben. Bei den Fettleberschnitten scheint das vermehrte Angebot im 
Gewebe durch die gesteigerte Glykolyse, bei den normalen Hungertieren 
dagegen eine Verwertungsstérung Ursache zu sein. 

Die DPN-Konzentration ist im verfetteten Lebergewebe normal, 
die DPNH-Konzentration nur rd. 70% des Normalwertes. Das DPN/ 
DPNH-Verhaltnis ist von normal 2:1 auf rd. 3:1 verschoben. Helm- 
reich, Holzer und Goldschmidt? beschreiben eine Verschiebung des 
DPN/DPNH-Verhialtnisses in der Rattenleber nach langer Hunger- 
periode bis auf 30:1 und nehmen als Ursache hierfiir einen Glykolyse- 
stop an, wobei sie voraussetzen, daB DPNH vor allem durch die Glyko- 
lyse bereitgestellt wird. Bei den vorliegenden Fettleberversuchen ist die 
DPNH-Konzentration gleichfalls vermindert, aber die Glykolyserate 
gesteigert. Man kénnte hierin einen gewissen Widerspruch erblicken, der 
sich jedoch zwanglos erkliren 1i8t. Der Dehydrierungsschritt innerhalb 
der Reaktionskette der Glykolyse ist ja sicher nicht die einzige Reaktion, 
die DPNH liefert. Er wird nur im Hungerzustand zum begrenzenden 
Faktor. Denn hier laufen aus Substratmangel auch die der Glykolyse 

7 E. Helmreich, H. Holzer u. St. Goldschmidt, Kongr. Physiol. Chem. 
1953, Homburg/Saar, s. auch Ber. ges. Physiol. exp. Pharmakol. 162, 367 [1954]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 297 18 
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folgenden Reaktionen (vor allem der Citratcyclus) mit verminderte 
Intensitaét ab, was ebenso zu einer verminderten DPNH-Bildung fiihre;, 
muB. Wenn in der Fettleber trotz der gesteigerten Glykolyse die DPN. 
Konzentration herabgesetzt ist, so scheint das — zusammen mit der ver. 
minderten Sauerstoffaufnahme und der erhéhten stationiren BTS. 
Konzentration im Gewebe — fiir eine Stérung in der Weiterverwertun; 
der Glykolysezwischenprodukte zu sprechen. Den Mechanismus dieser 
Stérung sollen weitere Versuche aufkliren. 

In einem definierten Schidigungszustand, wie er durch unsere Ver. 
suchsbedingungen gegeben ist, erlauben die beschriebenen Versuche fol. 
genden Schlu8: In der verfetteten Leber besteht Energiemangel. Dic 
aerobe Glykolyserate ist gesteigert, aber die Zwischenprodukte de 
Glykolyse k6énnen nicht in geniigendem Umfang weiter verbrannt 
werden. Sie reichern sich im Gewebe an, wobei als Ausdruck der ge. 
storten Verbrennungsvorgiinge die DPNH-Konzentration trotz gesteiger. 
ter Glykolyse vermindert ist. 


Beschreibung der Versuche 


Bestimmung der Glykolyserate 
(unter experimenteller Mitarbeit von cand. med. Giinter Richter) 

Die Messung erfolgte manometrisch in der Warburg-Apparatur bei 38° C mit 
einer Schiittelgeschwindigkeit von 105—110 Bewegungen/min und 60mm Ex. 
cursion bei Raumtemperatur von 20—22°. Die Gewebeschnitte wurden im Kiibl. 
raum bei 0—3° frei Hand mit der Rasierklinge angefertigt. Schnittdicke etwa 
0,2—0,4 mm. Nach dem Versuch wurden die Schnitte in aqua bidest. kurz gespiilt 
und anschlieBend im Trockenschrank bei 105° bis zur Gewichtskonstanz (mindestens 
2 Stdn.) getrocknet und auf der Mikrowaage bis auf 10 y ausgewogen. 

Suspensionsfliissigkeit fiir die aerobe und anaerobe Glykolyse war eine modi- 
fizierte Bicarbonat-Ringerlésung mit Glucose von folgender Zusammensetzung: 
100 Vol.-Tle. Salz-Ringerlésung (bestehend aus 96 TlIn. 0,155-m.NaCl, 2 Th. 
0,155-m.KCl und 2 Tin. 0,11- oder 0,055-m.CaCl,) wurden kurz vor dem Versuch 
mit 10 Vol.-Tln. neutraler 0,155-m.NaHCO,-Lésung vermischt. Die Glucose wurde 
in der fertigen Bicarbonat-Ringerlésung stets frisch in einer Endkonzentration von 
0,2% aufgelést. py der Suspensionsfliissigkeit 7,2. 

Bei den Versuchen mit BTS wurde Na-Pyruvat in 0,01-n. Endkonzentration 
benutzt. Fiir den Milchsiurezusatz wurde d,/-Milchsiure mit Natronlauge auf pu 6,8 
langsam neutralisiert und das d,l-Lactat ebenfalls in 0,01-n. Endkonzentration zu- 
gesetzt. Alle StoffwechselgréBen sind in Q-Einheiten (-Liter/mg Trockenend- 
gewicht und Stde.) ausgedriickt. 

Aerobe Glykolyse: Die Verwendung der Methode nach Warburg® mit 
groBem und kleinem vr fiir die aerobe Glykolyse ergab bisher in unseren Handen 
keine befriedigenden Resultate. Wir bedienten uns daher mit geringen Abwand- 
lungen der ,,direkten‘‘ Methode von Negelein®. Sie beruht darauf, daB die bei 
der Glykolyse entstehende Séure Kohlendioxyd aus dem Bicarbonat der Suspen- 
sionsfliissigkeit austreibt. Zum Versuchsende stellt man durch Einkippen von Saure 
aus dem Seitenarm des ReaktionsgefaBes in den Versuchsraum fest, wieviel Bi- 
carbonat noch nicht verdringt wurde. Aus der Differenz gegeniiber dem Leerwert 
errechnet sich nach Reduktion auf gleiches Schnittgewicht die entstandene Saure 

O, 
als Q(M)g6, 

6 GefaBe eines Manometersatzes wurden mit je 1 ml der oben beschriebenen 
Suspensionsfliissigkeit beschickt (stets gleiche Strichpipette benutzen!). In jedem 


® 0. Warburg, Biochem. Z. 152, 51 [1924]. 
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Seitenarm befanden sich 0,2 ml einer 2-proz. Citronensiurelésung. Die GefaiBe 
36 wurden mit Schnitten (Trockengewicht zwischen 7 und 20 mg) beschickt. 
Durchstrémen mit dem aus 95% O, und 5% CO, bestehenden Gasgemisch und Ein- 
setzen der ReaktionsgefaéBe ins Wasserbad. 

Nach 10 min. Temperaturausgleich wurden die Manometer 1, 2 (Thermo- 
barometer) und 6 abgelesen und anschlieBend in den GefiBen 1 und 6 die Saiure 
aus den Seitenarmen in die Hauptriume gekippt (Zeit ty). Nach weiteren 10 min 
wurde die Drucksteigerung gegeniiber der Zeit t) abgelesen, das Manometer 6 
sofort aus dem Bad und die Schnitte aus dem GefaB genommen. Bleiben die Leber- 
schnitte langer im sauren Milieu, so zerfallen sie und lassen sich nicht mehr gut 
fiir die Trockengewichtsbestimmung verwenden. Mit den GefaBen 3, 4 und 5 
wurde 20, 60 und 90 min nach Versuchsbeginn (Zeit t)) ebenso verfahren. Die 
Werte nach 20, 60 und 90 min zeigten keine statistisch gesickerten Differenzen. Es 
wurden deswegen bei der Berechnung nur die 60 min-Werte zugrunde gelegt. 
Berechnung nach: 

m — 
BY = B,- a - (B, — Bg) (siehe 1. ¢.?). 

Anaerobe Glykolyse: Die O,-Spuren in der aus 95% N, und 5% CO, 
bestehende Gasmischung entfernten wir nach Angaben von Burris® folgender- 
maBen: In einem durch Gummistopfen mit 2 Zuleitungen verschlossenen, mit 
aqua dest. gefiillten 750-ml-Erlenmeyerkolben befanden sich 1—2g gut zer- 
kleinerten weiBen Phosphors. Mit dem zu reinigenden Gasgemisch wurde danach 
das Wasser bis auf einen kleinen Rest aus dem Kolben in ein héher gelegenes 
ReservegefaB gedriickt, so daB die Phosphorstiickchen mit etwa ?/; ihrer Masse 
aus dem Wasser heraus in den Gasraum ragten. Danach wurde der Kolben gut 
verschlossen mindestens 5—7 Tage im Dunkeln bei 20—25° aufbewahrt. Die 
Sauerstoff-Entfernung ist vollstandig, denn nach dieser Zeit treten auch bei 
starkem Schiitteln keine weiBen Nebel mehr auf. Nach Strutt?® werden noch 
Sauerstoffspuren von 10-°% auf diese Weise durch Nebelbildung angezeigt. 

Fiillung der ReaktionsgefiBe mit dem sauerstofffreien Gasgemisch nach der 
,Evakuationsmethode“‘ von Burris®: Die Manometer mit angesetzten Reaktions- 
gefiBen wurden zunachst mit Bombenstickstoff durchstrémt, danach die Anlage 
mittels Wasserstrahlpumpe bis auf 30 mm Hg evakuiert und das gereinigte Gas- 
gemisch in das Vakuum unter Wasserdruck eingeleitet, bis Druckgleichheit mit 
der AuBenluft erreicht war. Der Vorgang wurde wiederholt. Vom Ansetzen der 
GefiBe an die Manometer bis zum Einsetzen ins Bad benétigten wir durchschnitt- 
lich 10 min. Die GefaBe waren mit 1 ml der oben beschriebenen Suspensions- 
flissigkeit und mit ungefahr gleichen Gewebemengen wie bei den aeroben Ver- 
suchen beschickt. Wir konnten hier direkt die durch die entstehende Siaure aus 
dem Bicarbonat freigesetzte Kohlendioxyd-Menge manometrisch messen, weil 
unter anaeroben Bedingungen keine anderen Gase nachweisbar entstehen oder 
verschwinden. Bei mehrfachen Vergleichen dieser Methode mit den Ergebnissen, 
die mit der Methode nach Negelein (s. aerobe Glykolyse) gewonnen wurden, zeigte 
sich gute Ubereinstimmung. 


Bestimmung der Brenztraubensaure 
(unter experimenteller Mitarbeit von cand. med. H. Dittrich) 
Die BTS-Bestimmung in der Suspensionsfliissigkeit wurde nach der Methode 
von Friedemann-Haugen!! durchgefiihrt. Dem Warburg-Medium (K- und 
PO,-reiche Phosphatringerlésung mit 0,01-n.BTS-Endkonzentration'!* werden 


9 R.H. Burris in W.W. Umbreit, R.H. Burris u. J. F. Stauffer, 
Manometric Techniques and Tissue Metabolism; Burgess Publ. Comp., Minne- 
apolis 1951. 

10 R, J. Strutt, Physik. Z. 14, 215 [1913]. 

11 T, EK, Friedemann u. G. E. Haugen, J. biol. Chemistry 147, 415 [1943]. 

12H. Frunder, diese Z. 291, 184 [1952]. 

18* 
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jeweils zu Beginn und am Ende des Warburg-Versuches (nach 90 min Inkubation) 
0,05 ml entnommen und mit Wasser auf 1 ml aufgefiillt. Diese Verdiinnung ist 
notwendig, weil nur im Bereich von 0,05—12mg% das BTS-Hydrazon dem 
Lambert-Beerschen Gesetz bei der kolorimetrischen Ablesung folgt'*. Sofort nach 
Entnahme wird das mit Wasser auf 1 ml aufgefiillte Medium mit 5 ml 10-proz. 
Trichloressigséurelésung durchmischt und zentrifugiert. 3 ml Zentrifugat werden 
mit 1 ml 0,1-proz. 2.4-Dinitrophenylhydrazinlésung (in 2-n.HCl) unter Durchperlen 
mit Stickstoff (genau 5 min) vermischt. AnschlieBend Zugabe von 3 ml Xylol, 
ebenfalls unter 2 min langem Einleiten von Stickstoff. Dem Xylolextrakt werden 
6 ml 10-proz. Natriumcarbonatlésung (unter 2 min langem Durchleiten von 
Stickstoff) zugesetzt. 3 ml der waBrigen Phase werden mit 3 ml 10-proz. Natrium. 
carbonatlésung in einem 50-ml-Erlenmeyerkélbchen vermischt und dann mit 
5 ml 2-n.NaOH versetzt. Nach 5 min wird mit Filter S 47 photometriert!4. Zum 
Anlegen der Eichkurve wurde BTS-Na* bzw. frisch bei 65—66° und 10 mm Hg 
destillierte BTS verwendet. 

Bestimmung der stationéren BTS-Konzentration im Lebergewebe: Bei Anwen- 
dung der Methode von Friedemann-Haugen" mit vorangehender Trichlor. 
essigsiure-EiweiBfallung zur BTS-Bestimmung kamen wir bei unseren Miiuse. 
lebern zu ungeniigenden Ergebnissen. Neish!, Cavallini und Frontali™ 
benutzten mit gutem Ergebnis als EiweiBfallungsmittel eine Lésung von Schwefel- 
siure, Natriumwolframat und Wasser. Auch fiir die Bestimmung der BTS im 
Lebergewebe nach Friedemann-Haugen fanden wir diese Lésung als Eiwei8.- 
fallungsmittel am besten geeignet. Wir benutzten sie im Verhaltnis H,O : 10-proz, 
Natriumwolframat : 2/3-n.H,SO, wie 60:20:20 und nahmen 1 g Leber + 4ml 
dieses EiweifBfallungsmittels. 

Das Praparieren der Leber mu8 schnell geschehen, um Veranderungen der 
stationéren BTS-Konzentration zu vermeiden. Hierzu wird die Maus mit einem 
Scherenschlag etwas unterhalb des Thorax durchschnitten, die vorfallende Leber 
herausprapariert, in Kohlensiureschnee gebracht (nach Neish") oder auch sofort 
mit dem EiweiSfallungsmittel homogenisiert. Beides ergibt gleiche Ergebnisse. 
Vom Toten des Tieres bis zum Homogenisieren oder Frieren des Gewebes diirfen 
nicht mehr als 10—15 sec vergehen. Alle Arbeiten werden in der Kiihlzelle bei 
0—3° ausgefiihrt. Das Homogenat wird dann mit 1 ml Wasser versetzt, um das 
gleiche Verdiinnungsverhiltnis wie bei der Bestimmung nach Friedemann-Haugen 
zu erreichen. AnschlieBend wird das Homogenat 5 min im siedenden Wasserbad 
(zur Entfernung der Acetessigsiure nach Markees") gehalten. Das Erhitzen 
andert die Menge zugesetzter BTS nicht. Nach Filtrieren durch ein kleines Papier- 
filter werden 3 ml des klaren, gelblichen Filtrates zur weiteren Bestimmung nach 
Friedemann-Haugen verwendet. Bisweilen trennen sich nach Zugabe von Xylol 
die beiden Schichten ungeniigend (EiweiB). Durch kurzes Zentrifugieren l4Bt sich 
in solchen Fallen eine vollstandige Trennung immer erreichen. 


Glykogenbestimmung und Darstellung von DPN aus Hefe 
(unter experimenteller Mitarbeit von cand. med. L. Lachhein) 


Das Glykogen bestimmten wir — wie friiher beschrieben!? — nach Simo- 
novits'*, die Glucose nach Hydrolyse des Glykogens nach Frank und Kir- 
berger’, 


13 M. U. Tsao u. S. Brown, J. Lab. clin. Med. 35, 320 [1950]. 

14 §. Markees, Experientia [Basel] 8, VII [1951]. 

15 W. J.P. Neish, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 72, 105 [1953]. 

16 —D. Cavallini u. N. Frontali, Biochim. biophysica Acta 18, 439 [1954]. 

1” H. Frunder, diese Z., 296, 228 [1954]. 

18 §. Simonovits, Biochem. Z. 265, 437 [1933]. 

19 H. Frank u. E. Kirberger, Biochem. Z. 320, 359 [1950]. 

* Die Fa. Hoffmann-La Roche, Basel und Grenzach, iiberlieB uns 
dankenswerterweise brenztraubensaures Natrium. 
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DPN aus Hefe wurde nach der Vorschrift von Le Page?® in 50-proz. Reinheit 
dargestellt. Es wurde mit 100-proz. DPN der Fa. Boehringer verglichen. 

DPN/DPNH-Bestimmung*: Die Bestimmung der stationiren DPN/ 
DPNH-Konz. wurde nach der Methode von Holzer, Goldschmidt, Lamp- 
recht u. Helmreich*! durchgefiihrt. Zur Berechnung des DPN- bzw. DPNH- 
Gehaltes diente die Differenz der vor und nach Alkoholdehydrasezusatz bestimmten 
Extinktionen im Ansatz bei 366 mu. Die Angabe von O. Warburg (s. 1. ¢.?), wo- 
nach bei 366,1 mz und 1 em Schichtdicke 100 y DPN/ml eine Extinktion von 0,52 
ergeben, war BezugsgréBe. 

Da bei pathologisch verinderten Lebern das Frischgewicht eine nicht sehr 
sichere Bezugsbasis ist, bezogen wir unsere Werte auf mg Leber-N. Die Lebern 
wurden nach der Entnahme (10—15 sec nach Téten der Tiere) sofort in die Ent- 
eiweiBungslésung gegeben (ungefahres Verhaltnis: 1 g Leber + 4 ml Fliissigkeit) 
und homogenisiert. Im Homogenat wurde dann die Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl mit K,SO, und CuSO, (20: 1) als Oxydationskatalysator und Borsaure als 
Vorlagefliissigkeit ausgefiihrt. Zur DPN-Bestimmung nahmen wir Zentrifugat, 
entspr. etwa 8—10 mg Leber-N, in den Ansatz, zur DPNH-Bestimmung etwa 
14mg Leber-N und eine 2-cm-Kiivette. Aus dem mittleren N-Gehalt der frischen 
normalen und verfetteten Lebern (normal 3%, verfettet 2,17%) wurde dann auch 
die Menge DPN bzw. DPNH/g Frischgewicht errechnet. 

Die MeBapparatur bestand aus Quecksilber-Hochdrucklampe, Quarzkonden- 
sor, Spiegelmonochromator mit 60° Quarzprisma, PreBler-Photokathode (Quarz- 
2-Oktavenzelle) und einem empfindlichen Galvanometer als Ausschlaganzeige- 
instrument. Zentrifugiert wurde in einer mit Trockeneis-Methanolgekiihlten 
Zentrifuge bei 15000—18000 U/min. Die Temperatur in den Zentrifugenglasern 
war nach dem Zentrifugieren 2—5°. 

Versuchstiere: WeiBe Mause von 17—20 g Gewicht wurden fiir die Fett- 
leberversuche 7—8 Tage auf der friiher beschrieberien (s. ]. c.1) Didt gehalten. 


Herrn Dr. W. Lamprecht, Miinchen, und Herrn Dr. E. Negelein, Berlin, 
danke ich sehr fiir wertvolle Ratschlige. 


Zusammenfassung 


Die aerobe Glykolyse von Fettleberschnitten ist fast 50% hoher als 
normal. Anaerob bestehen bei Glucosezusatz allein keine Unterschiede 
in der Glykolyserate von normalen und verfetteten Leberschnitten. Zusatz 
von Brenztraubensiaure steigert jedoch anaerob die Milchsaurebildung von 
normalen Leberschnitten wesentlich stirker als die verfetteter Schnitte. 

Der Brenztraubensiureverbrauch der verfetteten Leber liegt be- 
trichtlich unter dem Normalwert. 

Die Glykogenkonzentration ist im verfetteten Zustand auf weniger 
als 1/,; abgesunken, wihrend die stationire Brenztraubensaurekonzen- 
tration fast 70% hoher liegt als normal. 

Das normale DPN/DPNH-Verhiltnis von 2:1 hat sich in der Fett- 
leber auf 3:1 verschoben und die Gesamtmenge an DPN + DPNH ist 
um rd. 10% erniedrigt. 

In der Fettleber scheint eine Stérung in der Weiterverwertung der 
Glykolyse-Zwischenprodukte vorzuliegen. 


20 G. Le Page, J. biol. Chemistry 168, 623 [1947]. 

21H. Holzer, St.Goldschmidt, W.Lamprecht u. E.Helmreich, 
diese Z. 297, 1 [1954]. 

* Die Fa. Boehringer-Ingelheim iiberlie8 uns dankenswerterweise Alko- 
holdehydrase und DPN. 
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Die Aminoséuren-Zusammensetzung von Crotoxin 
(Schlangengifte IV) 
Von 
F. G. Fischer und Helmut Dérfel 


Aus dem Chemischen Institut der Universitit Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juni 1954) 


Es ist bisher nur in zwei Fiillen gelungen, aus Schlangengiften 
kristallisierte, hochwirksame Proteine zu erhalten: Aus dem Gift der 
Brasilianischen Klapperschlange (Crotalus terrificus terrificus) ge. 
wannen Slotta und Fraenkel-Conrat 1938 das in quadratischen 
Blattchen sich ausscheidende Crotoxin!; aus dem Giftsekret der 
Brillenschlange (Naja naja) wurde 1941 von S. 8S. De eine der Kompo. 
nenten, das ,, Hamolysin“, in feinen Niadelchen dargestellt?. 

Das kristallisierte Crotoxin enthalt die neurotoxische und die 
himolytische Aktivitaét des Rohgiftes, nicht mehr jedoch seine blut- 
koagulierende und proteolytische. Nach Slotta ist es ,,nicht nur die 
fiir die Wirkung des Giftes ausschlaggebende, sondern auch mengen- 
mabig die Hauptkomponente des Klapperschlangengiftes?“. 

Wir verdanken dem freundlichen Entgegenkommen von Herrn 
Prof. K. Slotta, Sao Paulo, 30mg des kristallisierten Proteins, die 
uns zu der hier mitgeteilten, quantitativen Aminosiuren-Bestimmung 
gedient haben. 

Nach brieflicher Mitteilung von Herrn Prof. Slotta war das Crotoxin aus 
verdiinnter Losung sch6n auskristallisiert und (zur Vermeidung von Zersetzungen®) 
nicht nochmals umgefallt worden. Der ,,Giftwert‘‘ des Praparates, bestimmt nach 
der Methode von Reed und Munch‘ lag bei 3700 (. . . ,,das heiBt, daB 0,27 y ein g 
Maus bei intramuskularer Injektion tétet. Es handelt sich also um ein auBerge- 
wohnlich aktives Crotoxin-Praparat‘‘). 

Wir fihrten die Analyse nach dem von uns kiirzlich naher beschrie- 
benen Verfahren> aus: Die Aminosiuren werden nach der eindimen- 

sionalen papierchromatographischen Trennung mit Hilfe gepufferter 
Medien als Kupfersalze ihrer Ninhydrin-Reaktionsprodukte photo- 
metrisch bestimmt. 

Eine Identifizierung der im Crotoxin enthaltenen 18 Aminosauren 
ist schon von K. Slotta und J. Primosigh mitgeteilt worden®. 


1 K. Slottau. H. Fraenkel-Conrat, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 1076 [1938]. 
2 8.8. De, Sci. and Cult.6, 675 [1941]. 

3 K. Slotta, Experientia [Basel] 9, 81 [1953]. 

4 Reed u. J.C. Munch, Amer. J. Hyg. 27, 493 [1938]. 

5 F. G, Fischer u. H. Dérfel, Biochem. Z. 324, 544 [1953]. 

° K, H. Slotta u. J. Primosigh, Nature [London] 168, 696 [1951]. 
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Die Aminosauren-Zusammensetzung von Crotoxin 





























eg] 5: oN Mole | Mole 
ae So g Amino- b 0 . Amino- | Amino- 
- a 7% | saure aus wey saure- saure- 
Sieg 100g |Gesamt-N}| Rest in | Rest in 
a$| 3 Crotoxin (15,86% )* 10° g 28600 g 
a2] 5. 721 | Crotoxin | Crotoxin 
N Aes 
Glykokoll . ..... 8 2,9 6,52 7,67 86,9 24,9 
Rs. Gy. oS a S 8 2,9 4,62 4,58 51,9 14,8 
| SS ea a 16 5,0 1,73 1,31 14,8 4,2 
BI: ee cle aS 8 5,0 3,62 2,43 27,6 7,9 
PplBUGIN.. B24 ss «. % 8 4,5 2,96 1,99 22,6 6,5 
Phenylalanin. . . -| 16 4,7 9,64 5,15 58,4 16,7 
MONT we Swed 16 2.6 5,31 4,07 46,1 13,2 
Tryptophan ..... 
UV-Bestimmung *** 1 4,18 3,61 20,5 5,9 
yrosey . 6 ss es 24 3,0 9,53 4,64 52,6 15,0 
UV- Bestimmung *** 1 (9,85) 
MS se ws 8 4,1 (4,61) 
TCD] ean ere gue ere 5,03 4,23 47,9 13,7 
Ghreonih\; 4. -s. s 8 0,8 (4,84) 
lle ri 4,97 3,68 41,7 11,9 
Cystn %. .....-. 16 1,4 12,25 9,01 102,0 29,2 
Methionin . ... .| 16 4,2 2,09 1,24 14,0 4,0 
PAIN 8 2,2 6,30 7,61 43,1 12,3 
RR ee 8 5,3 8,48 17,2 48,7 13,9 
Bistidin®™* . . . 5... 8 3,0 2,25 3,84 14,5 4,2 
Asparaginséure . .. . 8 4,8 12,22 8,10 91,8 26,3 
Glutaminsfiure .... 8 2,1 13,86 8,31 94,2 26,9 
Summe | | | 115,56 98,67 252 


* Wert von K. Slotta u. W. Forster’. 

** Siehe die methodischen Angaben, 

*** Nach T. W. Goodwin u. J. A. Morton, Biochem. J. 40, 628 [1946]. 
+ Siehe G. Fischer u. H. Doérfel?®. 


Die Summe der gefundenen Aminosaéiuren-Prozentwerte er- 
reicht nahezu den theoretischen Wert (115,80). Anzeichen von nicht- 
identifizierten, ninhydrinpositiven Substanzen traten in keinem von 
unseren Chromatogrammen auf*. Der etwas gréBere Fehlbetrag an 
Stickstoff diirfte zum Teil auf den (nicht bestimmten) Amidstickstoff 
entfallen. Bei Betrachtung der Zahlen der beiden letzten Siulen ist im 
Auge zu behalten, daB die Fehlergrenze der Bestimmungsmethode bei 
den meisten Aminosiuren zwar auf nicht mehr als + 2% angegeben 
werden kann, daB jedoch etwaige spezifische Verluste bei der Hydrolyse 
sich einer genaueren Schatzung entziehen. Das Mindestmolekular- 
gewicht von 28 600 entspricht dem kleinsten Wert, bei dem die Summe 





7 K. Slotta u. W. Forster, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 1082 [1938]; Me- 
morias do Instituto Butantan 12, 513 [1938]. 

* Nur in den mit Phenol von py 1 entwickelten Chromatogrammen war an 
der Front vor dem Phenylalanin ein sehr schwacher Fleck zu beobachten. Er wurde 
mit dem Fleck des Phenylalanins gemeinsam ausgewertet, da er sich nicht von ihm 
abtrennen lieB und nur wenige Prozente von diesem betrug. 
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der Abweichungen der gefundenen Molverhiltnisse der einzelnen Amino. 
siuren von ganzen Zahlen am kleinsten ist (siehe unter ,,Methodische 
Angaben“). Ein weiteres Minimum dieser Summe der Abweichungen 
1aBt sich bei einem Mol.-Gewicht von 35 000 feststellen. 

Einen genaueren Sinn erhielten die Angaben der letzten Siule (auf 
ganze Zahlen auf- oder abgerundet) nur unter der Annahme, daf} das 
kristallisierte Crotoxin ein voéllig einheitliches Protein darstellt, d.h, 
aus Molekiilen nicht nur gleicher GréBe, sondern auch identischer Amino. 
sduren-Zusammensetzung besteht. 

Nach Gralén und Svedberg® ergibt sich aus der Sedimentation 
von Crotoxin in der Ultrazentrifuge ein Molekulargewicht von 30 000 
Das Verhalten des Proteins bei der Diffusion und Sedimentation spricht 
fiir eine homogene Substanz. 

Im ibrigen ist die Frage der Einheitlichkeit des kristallisierten 
Crotoxins von Slotta® diskutiert worden; sie soll hier nicht weiter 
behandelt werden. 

Der hohe Schwefelgehalt des Toxins ist auch im Zusammen- 
hang mit den Problemen seiner Aktivitit und Inaktivierung betont 
worden® ®, Slotta und Forster’ hatten Cystin (durch Reduktion 
und Bestimmung nach Folin und nach Sullivan) zu 13,20% ermitteit, 
Methionin (durch Bestimmung des entmethylierten Methionins nach 
H. D. Barnstéin) zu 1,36%. Die Werte des von uns analysierten 
Praparates liegen fiir Cystin 1,0°% niedriger, fiir Methionin jedoch 0,7% 
hoher, so daB bei der Schwefelbilanz (Cystin 3,23°/,, Methionin 0,45% ; 
Annahme des von Slotta und Forster angegebenen S-Wertes von 
4,03%) nur 8,7% fehlen. Die Bestimmungen der genannten Autoren 
hatten ebenfalls einen geringen Fehlbetrag (5%) ergeben, so daB die 

Unwahrscheinlichkeit des Vorkommens von anderen schwefelhaltigen 
Bestandteilen au8er Cystin und Methionin betont werden konnte. 

Uber den Tyrosin- und den Tryptophan-Gehalt von Crotoxin 
lagen schon quantitative Angaben von H. und J. Fraenkel-Conrat 
vor®. Diese Autoren haben Tyrosin nach saurer Hydrolyse und Tyrosin 
plus Tryptophan nach alkalischer Hydrolyse mit Hilfe von Folins 
Reagens bestimmt. Die von uns ermittelten Werte (denen wir aus 
Griinden der Methodik die héhere Genauigkeit zusprechen méchten) 
liegen bei Tyrosin 2,5% niedriger, bei Tryptophan 0,9% héher. 

SchlieBlich seien zur Veranschaulichung der Molverhiltnisse der 
verschiedenen Gruppen von Aminosiiuren in Crotoxin folgende, aus 
unserer Analyse sich ergebende Prozentzahlen angegeben : 


,,Nichtpolare“ Aminosiiuren 37,4°% Basische Aminosiiuren 12,1% 
Saure Aminoséuren 21,2% Oxy-aminosiuren 16,1% 
Schwefelhaitige Aminosiuren 13,2% 

8 N. Gralén u. T. Svedberg, Biochem. J. 32, 1373 [1938]. 


® H. Fraenkel-Conratu. J, Fraenkel-Conrat, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 5, 98 [1950]. 
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Methodische Angaben 


Es wurde zur Voranalyse ein Hydrolysat aus 5 mg Crotoxin, zur Haupt- 
analyse ein solches aus 10 mg verwendet. Hydrolyse 24 Stdn. bei 100° mit 1 ccm 
eines Gemisches aus gleichen Volumteilen 6-n.HC] und 90-proz. Ameisensaure. 
Im iibrigen sei auf die friiheren Angaben verwiesen®. Die Ausmessungen der Far- 
bungen aus Prolin und Histidin auf den Papierstreifen wurden im Beckman- 
Photometer mit Hilfe eines selbstgebauten Zusatzgerites ausgefiihrt, das die 
Flecken in jeder gewiinschten Ebene im Lichtstrahl vorbeizufiihren gestattet. 

Die Bestimmung von Serin neben gréBeren Mengen Cystin gelingt nicht 
direkt, weil diese Sauren im Chromatogramm mit Phenol von py 12 nicht getrennt 
werden. Doch fiihrt eine Differenzmethode zu genauen Werten (nach Versuchen 
von H. Bohn): Der Cystin-Gehalt der Analysenmischung geht aus dem Chromato- 
gramm mit saurem Phenol hervor. Auf die Startlinie des mit Phenol von px 12 zu 
entwickelnden Chromatogramms wird auBer Analysen- und Vergleichslésung auch 
Cystin aufgetragen, und zwar in der ermittelten, auch in den beiden Lésungen 
annihernd vorhandenen Menge. Zur Auswertung der gewanderten Aminosduren 
wird die Extinktion des Kupfersalzes aus dem Ninhydrin-Fleck des reinen Cystins 
abgezogen von der Extinktion der Liésung aus dem Fleck der nichtgetrennten 
Cystin + Serin. Die Berechnung der Serinkonzentration in der Analysenlésung 
erfolgt aus dem Differenzwert wie iiblich. 

Zur Bestimmung von Prolin werden Analysen- und Vergleichslésung 
punktformig auf die Startlinie aufgetragen. Der Papierbogen ist vorher mit 0,067-m. 
Phosphatpuffer von py 6.2 getrankt, dann getrocknet worden. Entwickelt wird 
40 Stdn. absteigend (tert. Butanol, Methylathylketon, Phosphatpuffer py 6.2; 
2:2:1; v/v). Durch Verwendung von gepuffertem Papier und von Pufferlésung 
wird eine scharfere Trennung erzielt, als durch die sonst iibliche Verwendung von 
Wasser (Versuche von H. Bohn). Nach der Farbentwicklung mit Isatin erfolgt 
die Photometrierung auf dem paraffingetrinkten Papier mit Licht der Wellen- 
lange 610 mu. Die planimetrisch ermittelten Flachen der Verteilungskurven werden 
zu jenen aus den Flecken der Vergleichsmischung in Beziehung gebracht. Die 
Maximum-Density-Methode ergibt ungenauere Werte! 

Die Bestimmung des Histidins wird ebenfalls durch Photometrierung 
(bei 516 mu) der mit Paulys Reagens auf dem Papier gebildeten F!lecken, Plani- 
metrierung der Kurven und Bezug auf die aus der Vergleichslésung erhaltenen 
Flachenwerte ausgefiihrt. Punktférmige Auftragung der Lésungen, 15-stdg. 
aufsteigende Entwicklung mit der organischen Phase des Gemisches n-Butanol, 
Eisessig, Wasser (4:1:5; v/v). Der 1 Stde. im Luftstrom von 40° getrocknete Papier- 
bogen wird mit einer frisch bereiteten 0,5-proz. Lésung von festem Diazoniumsalz 
der Sulfanilsiure in 0,2 m.Natriumcarbonat-Liésung doppelseitig bespriiht und 
nach _ Trocknen im Luftstrom von 20° zur Photometrierung mit Paraffin6l 
getrankt. 

Zur Ermittlung des wahrscheinlichsten Mindestmolekular- 
gewichtes des analysierten Proteins wird am bequemsten zunichst der 
angenaherte Wert graphisch aufgesucht. Man tragt in einem Koordinatensystem 
auf Millimeterpapier fiir jede Aminosdure die analytisch ermittelte Molzahl als 
Funktion des Proteingewichtes ein. Durch Verbindung der Werte fiir die Mole 
Aminosauren (als Ordinaten) in z. B. 3-104 g Protein (als Abszisse) mit dem Koordi- 
naten-Nullpunkt erhalt man eine Schar von Geraden, deren Steigung die Haufig- 
keit der betreffenden Aminosauren im Protein veranschaulicht. Nun sucht man 
durch Verschiebung eines Lineals parallel zur Ordinate jenen Abszissenwert, d. h. 
jenes Molekulargewicht, auf, bei dem die Molzahlen der meisten Aminosauren 
méglichst wenig von ganzen Zahlen abweichen. Im Idealfall wiirden auf allen Ge- 
raden der facherférmigen Schar die Punkte mit der Abszisse des Mindestmolekular- 
gewichtes ganzzahlige Ordinaten haben. Falls mehrere Abszissen minimaler Ab- 
weichungen von der Ganzzahligkeit der Aminosauren-Molzahlen sich graphisch 
erkennen lassen, so werden fiir die in Frage kommenden Molekulargewichte diese 
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Abweichungen errechnet. Der Molekulargewichtswert ist am wahrscheinlichsten, 
bei dem die Summe der Abweichungen am kleinsten ist. Da der Ort der kleinsten 
Abweichungen sich graphisch nicht auf 100 Einheiten genau erkennen JaBt, ist zy 
seiner genaueren Feststellung ebenfalls Berechnung und Summierung der Ab. 
weichungen von der Ganzzahligkeit notwendig. 

Bei dieser graphischen bzw. rechnerischen Ermittlung des Mindest-Molekular. 
gewichtes wird man zunachst jene Aminosaduren auBer Betracht lassen, die in sehr 
hohen Prozentsatzen vorhanden sind oder deren Bestimmung aus irgendwelchen 
anderen Griinden unsicher erscheint (z. B. Aminosiuren, die bei der Hydrolyse 
partiell zerstért werden). 


Herrn, Prof. K. Slotta, Sao Paulo, danken wir fiir die Uberlassung des unter. 
suchten Crotoxin-Praparates, der Deutschen Forschungsgemeinschaft fir 
Hilfe mit Apparaten. 


Zusammenfassung 


Es werden die Ergebnisse einer quantitativen Analyse der im 
kristallisierten Crotoxin enthaltenen Aminosiuren mitgeteilt. 
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Aminosaure-Synthesen 
mit Acylaminomalonsaure-dimethylestern 


Von 
Heinrich Hellmann und Franz Lingens 


Aus dem Max-P!arck-Institut fiir Biochemie und dem Phy:iologisch-chemischen Institut der 
Universitit Tibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Juni 1954) 


Auf dem Gebiete der Aminosaure-Synthesen hat das Verfahren von 
Sérensen!~%, welches auf einer Alkylierung von Acylamino-malon- 
estern beruht, gute Dienste geleistet. Man verwendet heute vorzugsweise 
Acetamino-malonester*, Acetamino-cyanessigester®® und Formamino- 
malonester’, welche sich durchweg gut alkylieren lassen und kristalli- 
sierte Alkylierungsprodukte liefern, aber nur mit maBiger Ausbeute 
darstellbar sind. 

Am leichtesten ist der Formamino-malonester zuginglich, den man 
gewinnt, indem man den Isonitroso-malonester direkt mit Zink und 
Ameisensiure reduziert und formyliert; die Ausbeute betragt allerdings 
nur 55%. 

Bei den Versuchen, die Ausbeute der Formamino-malonester zu 
verbessern, stellten wir fest, da die Schwierigkeiten zum Teil bei der 
Isolierung des fertigen Esters aus dem Reaktionsgemisch liegen. A. Galat 
isoliert den Ester durch Destillation bei 130°/2 mm, wohei offenbar ein 
betrachtlicher Teil zerst6rt wird. Wir haben den Formamino-malonester 
in schonender Weise durch Kristallisieren aus wenig Methanol auf 
flacher Schale gewonnen§&; allerdings tritt die Kristallisation zuweilen 
erst mit groBer Verzégerung ein, und die Kristalle sind haufig durch 
anhaftenden 6ligen Ester verklebt. Beide Mangel sind vermutlich durch 
den relativ niedrigen Schmelzpunkt des Esters (46°) bedingt. 

Da die Carbonsaure-methylester ausnahmslos héher schmelzen als 
die Athylester, wurde versucht, die geschilderten Schwierigkeiten durch 






1 §. P. L. S6rensen, diese Z. 44, 448 [1905]. : 
2 C. E. Redemann u. M.S. Dunn, J. biol. Chemistry 130, 341 [1939]. 
3M.S. Dunn, B. W. Smart, C. E. Redemann u. K. E. Brown, J. biol. 
Chemistry 94 Asan {1931}. 
H.R. Snyder u. C. W. Smith, J. Amer. chem. Soc. 66, 350 [1944]. 
N. Aibertece u. B. F. Tullar, J. Amer. chem. Soc. 67, 502 [1945]. 
V. Cerchez u. C. Colesiu, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 194, 1954 [1932]. 
A. Galat, J. Amer. chem. Soc. 69, 965 [1947]. 
H. Hellmann, diese Z. 284, 163 [1949]. 
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Darstellung der entsprechenden Methylester zu umgehen; denn bisher 
sind die oben genannten Acylamino-ester immer nur in Form der Athyl- 
ester verwendet worden. 

Dabei wurde festgestellt, daB der Formamino-malonsiure-dimethy]- 
ester und der Acetamino-malonsiure-dimethylester auf einfache Weise 
in nahezu quantitativer Ausbeute gewonnen werden kénnen, und 
daB diese Ester durch ein hervorragendes Kristallisations. 
bestreben ausgezeichnet sind, so daB beide Ester bereits aus dem 
Reaktionsgemisch auskristallisieren. Die Schmelzpunkte liegen bei 
85,5° bzw. 128,5°, also etwa 35° hoher als diejenigen der entsprechenden 
Diathylester. 

Zur Priifung ihrer Eignung fiir Aminosiure-Synthesen wurden die 
beiden Ester auf drei verschiedene Weisen alkyliert, und zwar mit einem 
Aralkylhalogenid, mit einer Mannich-Base und durch Kondensation. Die 
Alkylierungen verlaufen glatt und mit ebenso guter oder besserer Aus- 
beute als bei den entsprechenden Diiithylestern. 

Als Beispiel fiir die Alkylierung mit Halogeniden wurde Natrium. 
acetamino-malonsaure-dimethylester mit Benzylchlorid in absol. Alkohol 
gekocht®, wobei infolge Umesterung Benzyl-acetamino-malonsiure- 
diathylester (Schmp. 104,5°) in einer Ausbeute von 80% erhalten wird. 
Der Ester kann durch Kochen mit 10-proz. Natronlauge verseift und 
die Benzyl-acetamino-malonsiure durch Erhitzen in schwach saurer 
Lésung mit 83-proz. Ausbeute zu Acetyl-d.l-phenylalanin decarboxy.- 
liert werden. 

Zur Alkylierung mit Mannich-Basen wurden Acetamino- und 
Formamino-malonsiure-dimethylester mit Diithylaminomethyl-indol 
in wasserfreiem Toluol mit Natriumhydroxyd als Kondensationsmittel 
unter Stickstoff gekocht!®. Sowohl Skatyl-acetamino-malonsiure- 
dimethylester (Schmp. 168°) als auch Skatyl-formamino-malonsiure- 
dimethylester (Schmp. 189°) werden dabei in 98-proz. Ausbeute erhalten. 
Aus diesen substituierten Malonestern kénnen Acetyl- bzw. Formyl- 
tryptophan in 92- bzw. 81-proz. Ausbeute gewonnen werden. Formy]- 
tryptophan ist bisher nur aus Tryptophan dargestellt worden, und zwar 
durch Einwirkung von Essigsiure-anhydrid und Ameisensaure?®, 

Als Beispiel einer Kondensation wurde Acetamino-malonsiure- 
dimethylester mit Paraformaldehyd und Malonsiiure-dimethylester in 
wasserfreiem Toluol kondensiert, wobei an Stelle des friiher™ benutzten 
Natriumhydroxyds Natriumhydrid als Kondensationsmittel verwendet 
wurde. Der zu Glutaminsaiure verseifbare Tetracarbonsiureester 
(Schmp. 104°) wird hierbei in einer Ausbeute von 87°% d. Th. erhalten. 
Wegen des gréBeren Kristallisationsbestrebens des Tetramethylesters 
im Vergleich zum Tetraathylester ist in dieser Synthese die Verwendung 


® H.R. Snyder, J. F. Shekleton u. C. D. Lewis, J. Amer. chem. Soc. 67, 
310 [1947]. 

10 H.R. Snyder u. F. X. Weber, J. Amer. chem. Soc. 72, 2964 [1950]. 

1H. Hellmann u. F. Lingens, Angew. Chem. 66, 201 [1954]. 
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isher § des Acetamino-malonsiure-dimethylesters und des Malonsiiure-di- 
thy]. § methylesters unbedingt derjenigen der entsprechenden Diathylester™ 
‘ vorzuziehen. 


the Herrn Professor Butenandt danken wir herzlich fiir die Unterstiitzung 
else’ @ unserer Arbeiten. 
und 


ee Beschreibung der Versuche 
adem 

bei Isonitroso-malonsaure-dimethylester: Zu einem Gemisch aus 132 g 
iden (1 Mol) Malonsaéure-dimethylester und 170 ccm (3 Mol) Eisessig 14Bt man 


unter Kiskiihlung und Riihren langsam eine Lisung von 190g (2,75 Mol) Na- 
triumnitrit in 250 com Wasser zutropfen und riihrt danach noch 2 Stdn. weiter. 


| die AnschlieBend wird ausgeathert und die atherische Lésung mit Sodalésung gewaschen. 
nem Das nach Abdampfen des Athers i. Vak. zuriickbleibende Ol erstarrt nach kurzem 
Die Stehenlassen im Eisschrank. Das Rohprodukt kann fiir weitere Umsetzungen ver- 
hes, wendet werden. Aus Benzol Balken vom Schmp. 71°; Ausb. 158 g (98% d. Th.). 


(,H,O;N (161,11) 
Ber. C. 37,27 H4,38 N8,69 Gef. C 37,23 H4,43 N8,67% 


um- 
hol _Formamino-malonsadure-dimethylester: Eine Lésung von 16,1 ¢ 
; (0,1 Mol) Isonitroso-malonsaure-dimethylester in 100 com Ameisensaure 
Bh wird mit 25 g Zinkstaub versetzt, und zwar in so kleinen Portionen, daB das Ge- 
ird, misch eine Temperatur zwischen 80 und 100° behalt. Zu Beginn kann die Reaktion 
und durch vorsichtiges Erwirmen in Gang gebracht werden. Das Ende des Reduktions- 
irer vorganges ist am Absinken der Temperatur zu erkennen, Das Reaktionsgemisch 
mids mu schnell in noch warmem Zustand abgesaugt und der Riickstand mit viel 
a Ameisensdure ausgewaschen werden; denn 1i8t man das Gemisch nach beendigter 
Reduktion erkalten, so kristallisiert der Ester bereits hierin aus. Die iiberschiiss. 
ind § Ameisenséure wird im Vak. abdestilliert. Der Riickstand kristallisiert spontan. 
dol Durch Umkristallisieren aus Athanol oder Isopropanol wird der Ester von gering- 


tel fiigigen Beimengungen an Zinkformiat befreit. Nadeln vom Schmp. 85,5°. Ausb. 
“ 17,2 g (98,3% d. Th.). 


ire- 

= (,H,O,N (175,14) 

yess Ber. C 41,14 H5,18 N8,00 Gef. C 41,27 H5,33 N 7,97 
en, 
Acetamino-malonsdure-dimethylester: Die Lésung von 16,1 g (0,1 


yi Mol) Isonitroso-malonsiure-dimethylester in dem Gemisch von 40 ccm Kis- 
yl- essig und 60 com Acetanhydrid wird mit 25 g Zinkstaub in so kleinen Portionen 
var versetzt, daB sie eine Temperatur zwischen 80 und 100° behalt. Durch vorsichtiges 

Erwirmen kann die Reaktion in Gang gebracht werden. Mit Absinken der Tem- 
a peratur ist die Reduktion beendet. Es muB in noch warmem Zustand abgesaugt 


; und der Riickstand mit viel Eisessig ausgewaschen werden. Eisessig und Acetanhy- 
m drid werden i. Vak. abgedampft. Der Riickstand kristallisiert spontan. Durch Um- 


en kristallisieren aus Athanol oder Isopropanol kann der Ester von geringen Beimen- 

let gungen an Zinkacetat befreit werden. Nadeln vom Schmp. 128,5°; Ausb. 18,5 g 

we (97,8% d. Th.). 

n. C,H,,0;N (189,17) 

= Ber. C 44,44 H5,86 N7,41 Gef. C 44,56 H5,92 N 7,52 

ng Benzyl-acetamino-malonsaure-diathylester: Zu einer Lésung von 
i 1,15 g (0,05 Mol) Natrium in 75 ccm absol. Alkohol werden 9,45 g (0,05 Mol) Acet- 

7 amino-malonséure-dimethylester gegeben und dann tropfenweise 6,3 g 
° (0,05 Mol) Benzylchlorid zugegeben. AnschlieBend wird die Lésung 12 Stdn. 


unter Riihren am RiickfluBkiihler gekocht. Die noch heiBe Lésung wird vom abge- 
schiedenen Natriumchlorid abfiltriert und der Riickstand mit heiBem absol. Alkohol 
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nachgewaschen. Die Lésung wird i. Vak. eingeengt und der Riickstand aus Alkohol 
unmkristallisiert. Balken vom Schmp. 104,5°; Ausb. 12,3 g (80,0% d. Th.). 
C¢H.,0;N (307,34) 

Ber. C 62,52 H6,88 N 4,56 Gef. C 62,49, 62,65 H 6,78, 7,03 N 4,84 

Acetyl-d,l-phenylalanin: 5 g Benzyl-acetamino-malonsaure-di.- 
methylester werden mit 30 ccm 10-proz. Natronlauge 2 Stdn. zum Sieden erhitzt, 
Die abgekiihlte Lésung wird mit 25 cem 3n.HCl angesiuert. Nach Istdg. Kochen 
wird hei8 abfiltriert. Aus dem Filtrat scheidet sich nach eintigigem Stehenlassen 
im Kisschrank Acetyl-phenylalanin in kristallisierter Form ab. Rhomboeder 
aus Wasser vom Schmp. 145,5°. Ausb.: 2,8 g (83,0% d. Th.). 
C,,H,,03;N (207,11) Ber. N 6,77 Gef. N 6,65 

Skatyl-acetamino-malonsaure-dimethylester: 5g Diathylamino. 
methyl-indol werden mit 5,6 g Acetamino-malonsaiure-dimethylester in 
25 cem wasserfreiem Toluol in Gegenwart von 0,2 g gepulvertem Natriumhydroxyd 
zum Sieden erhitzt, wobei ein Strom von trockenem Stickstoff durch die Reaktions- 
mischung geleitet wird. Nach 2stdg. Kochen wird die Mischung auf 0° abgekiihlt. 
Der ausgeschiedene Kristallkuchen wird abgesaugt und mit wenig Toluol nachge- 
waschen. Kristalle aus Alkohol vom Schmp. 168—168,5°;.Ausb. 7,7 g (98% d. Th.) 
CygH,,0;N. (318,32) 

Ber. C 60,37 H5,70 N 8,80 Gef. C 60,49 H5,76 N 8,79. 

Acetyl-d,l-tryptophan: lg Skatyl-acetamino-malonsadure-dime- 
thylester werden mit 0,55 g Natriumhydroxyd in 5cem Wasser 24% Stdn. im 
Olbad auf 130° erhitzt; nach 10 Min. ist der Ester in Lésung gegangen. In der Kilte 
wird langsam mit 1,5 ccm konz. Salzsiure angesiiuert. Es scheidet sich Skatyl- 
acetamino-malonsaure ab, welche abgesaugt und mit 5 ccm Wasser 2 Stdn. 
auf 130° erhitzt wird. Die Malonsaure geht dabei in Lésung, und das Acetyl1-d,I- 
tryptophan kristallisiert allmahlich aus. Nach dem Erkalten wird abgesaugt. 
Blattchen aus waBr. Methanol vom Schmp. 205°; Ausb. 0,71 g (92% d. Th.). 
Cy3H,gO,N, (246,26) Ber. N 11,38 Gef. N 11,45 

Skatyl-formamino-malonsaure-dimethylester: 5 g Diathylamino- 
methyl-indol werden mit 5,2 g Formamino-malonsiure-dimethylester in 
25 cem wasserfreiem Toluol in Gegenwart von 0,2 g gepulvertem Natriumhydroxyd 
unter Durchleiten von trockenem Stickstoff zum Sieden erhitzt. Nach 2stdg. Ko- 
chen wird auf 0° abgekiihlt, der ausgeschiedene Kristallbrei abgesaugt und mit 
wenig Toluol nachgewaschen. Nadeln aus waBrigem Alkohol vom Schmp. 189°. 
Ausb. 7,3 g (98% d. Th.). 
C,;H,,O0;N. (304,29) 

Ber. C 59,20 H5,30 N 9,21 Gef. C 59,29 H5,32 N 9,41 

Formyl-d,l-tryptophan: 1 g Skatyl-formamino-malonsaure-dime- 
thylester wird mit 0,3 g Natriumhydroxyd in 5 com Wasser 3 Stdn. im Olbad auf 
130° erhitzt. Der Ester geht dabei innerhalb von 10 Min. in Lésung. In der Kalte 
wird vorsichtig mit Salzsiure schwach angesiuert. Ohne Riicksicht auf zum Teil 
ausfallende Skatyl-formamino-malonsiure wird das Gemisch 2 Stdn. auf 130° 
erhitzt. Die Lésung wird i. Vak. zur Trockne eingedampft und der Riickstand mit 
einem Gemisch gleicher Teile Benzol und absol. Alkohol ausgezogen. Der Extrakt 
wird i. Vak. eingeengt. Formy|-d,l-tryptophan schmilzt nach Umkristallisieren 
aus Wasser unter schwacher Zersetzung bei 165°. Ausb. 0,62 g (81% d. Th.). 
Cy.H,.0,N, (232,23) Ber. N 12,05 Gef. N 11,97 

y-Acetamino-a,y,y’-tris-carbomethoxy- buttersiure-methylester 
(Methylen-malonsauredimethylester-acetaminomalonsaure-dimethyl- 
ester): 3,78g (0,02 Mol) Acetamino-malonsiure-dimethylester, 0,60¢ 
(0,02 Mol) Paraformaldehyd und 2,64 ¢ (0,02 Mol) Malonsaéure-dimethyl- 
ester werden in 15 ccm trockenem Toluol unter Zusatz von 0,2 g Natrium- 
hydrid 5 Stdn. zum Sieden erhitzt. Das Lésungsmittel wird danach i. Vak. abge- 
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dampft. Das zuriickbleibende helle Ol kristallisiert nach einiger Zeit durch. Die 
Kristallisation erfolgt leicht beim Animpfen. SpieBe aus Alkohol vom Schmp. 104°. 
Ausb. 5,8 g (87% d. Th.). é 
(\yHysO9N (333,29) 

Ber. C 46,80 H5,75 N 4,20 Gef. C 47,01 H5,78 N 4,29- 


Zusammenfassung 


Acetamino- und Formamino-malonsiure-dimethylester sind auf 
einfache Weise in nahezu quantitativer Ausbeute darstellbar. Sie lassen 
sich durch Halogenide und Mannich-Basen wie auch durch Kondensation 
gut alkylieren. Die dabei erhaltenen substituierten Acylamino-malon- 
siure-dimethylester sind leichter verseifbar als die entsprechenden 
Diithylester und machen dadurch die Acylaminosiuren leicht zugang- 
lich. Acetamino- und Formamino-malonsaure-dimethylester sind dem- 
nach den bisher fiir Aminosiure-Synthesen verwendeten Acylamino- 
estern tiberlegen. In Anbetracht der ausgezeichneten Ausbeute bei der 
Darstellung dieser Ester fallt der etwas héhere Preis des*Malonsiure- 
dimethylesters gegeniiber dem des Diithylesters nicht ins (tewicht. 
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